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RESUMEN

La prospeccion y caracterizacion de enzimas generan informacion relevante para
obtener alternativas que otorguen mayor eficiencia catalitica para la produccién de
compuestos organicos interesantes. Las enzimas lipoliticas bacterianas (lipasas y
esterasas) presentan actividades de sintesis y/o hidrdlisis de una amplia variedad
de sustratos esterificados. En el laboratorio de Biologia Molecular de Hongos se
realizo la caracterizacion bioquimica de una esterasa HSL que fue aislada a partir
de una libreria de cDNA del hongo Basidiomiceto Bjerkandera adusta crecido en
petroleo crudo, la cual fue denominada BaEstB. Se demostr6 que tiene una
preferencia por cadenas acilo 2C, sin embargo, su actividad se reduce hasta 18
veces frente al p-NPA, e incluso muestra regioselectividad inclinada por el 2-NA que
para 1-NA. Entonces se propuso que la especificidad pudiera verse influenciada por
la parte alcohol del sustrato. Posteriormente, se demostro a través de estudios in
silico y de HPLC que esta enzima es capaz de hidrolizar el ergoesteroil-acetato.
Ademas, a partir de un analisis de “docking” se determind que las lineas mutantes
(Y81S y L211W) son capaces de utilizar sustratos de cadena acilo mayor a 2C,
como ha sido demostrado por la enzima ortloga RmEstB del hongo mucoral
Rhizomucor miehei. En este proyecto se logré la induccion de la BaEstB wt y de las
lineas mutantes a las 72 h. Dada la notable preferencia de la BaEstB wt por el 2-
NA, se utilizé para determinar el valor de Km que fue de 20 uM y una velocidad de
1x10® umol/min. Es importante comparar la actividad de la BaEstB wt y sus lineas
mutantes a determinada concentracion del ergosteroil acetato, 1-NA, 2-NA y p-NPA
y poder dilucidar la preferencia entre estos sustratos, e incluso establecer una
correlacién con los residuos de aminoacidos que se encuentran en el tinel de
entrada al sitio activo. Esto permitiria una caracterizacion completa, evaluando tanto
sustratos comerciales como naturales, y podria darnos indicios de si el ergosterol
acetilado es su sustrato celular. Este estudio pone en perspectiva la necesidad de
evaluar la especificidad de este tipo de enzimas en sustratos no convencionales
como los esteroles esterificados y los alcoholes terciarios. Por lo que hipotetizamos
que la HSL BaEstB sera una enzima que podria ser utilizada para la obtencion de

compuestos organicos interesantes.



ABSTRACT

Enzyme prospection and characterization can generate relevant information that
could obtain alternatives that provide greater catalytic efficiency. for the production
of interesting organic compounds. Bacterial lipolytic enzymes (lipases and
esterases) they present activities of synthesis and/or hydrolysis of a wide variety of
esterified substrates. The biochemical characterization of an HSL esterase was
made in the Laboratory of Molecular Biology of Fungi; was isolated from a cDNA
library of the fungus Basidiomycete Bjerkandera adusta grown in crude oil, which
was named BaEstB. It was shown to prefer 2C acyl chains; however, its activity is
reduced to 18-fold against p-NPA, and it even shows inclined regioselectivity for 2-
NA than for 1-NA. It was proposed the alcohol part of the substrate could be
influenced by the specificity. Subsequently, through in silico and HPLC studies this
enzyme was shown the capacity of hydrolyzing ergosteroyl-acetate. In addition, from
a docking analysis it was determined that the mutant lines (Y81S and L211W) are
capable of using substrates with an acyl chain reater than 2C, as has been
demonstrated by the orthologous enzyme RmMEstB of the mucoral fungus
Rhizomucor miehei. In this project, the induction was achieved of BaEstB wt and of
the mutant lines at 72 h. Given the notable preference of wt BaEstB for 2-NA, it was
used to determine the value of Km which was 20 uM and a rate of 1x10-6 pmol/min.
It is important to determine the activity of BaEstB wt and its mutant lines at a certain
concentration of ergosteroyl acetate, 1-NA, 2-NA and p-NPA, in order to compare
them and be able to elucidate the preference between these substrates, and even
establish a correlation with the amino acid residues found in the entry tunnel to the
active site. Thus, its characterization would be more complete, since commercial
and natural substrates are evaluated, resolving whether ergosterol fulfills a
physiological role. This characterization could be a guideline to explore the specificity
in unconventional substrates such as esterified sterols and tertiary alcohols.
Proposing BaEstB as a candidate or one of its mutant lines as alternatives for

obtaining interesting organic compounds.
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1. MARCO TEORICO

Introduccién

La produccion de enzimas de interés industrial es relevante ya que estas generan
compuestos puros enantiomeéricos, tienen alta quimioselectividad, regioselectividad
y esteroselectividad y su uso generalmente reduce el nUmero de pasos para obtener
un producto de interés disminuyendo la cantidad de desechos generados, y en
consecuencia disminuyendo el gasto energético y economico (Choi et al., 2015;
Arroyo et al., 2014).

Alrededor de un 90% de las enzimas industriales son formas recombinantes
producidas en bacterias y hongos. Sin embargo, estas enzimas son inicialmente
identificadas y aisladas de diversos organismos. Particularmente muchos
microorganismos son una fuente importante de enzimas, ya que la gran diversidad
microbiana junto con las herramientas que ofrece la biotecnologia en campos como
la microbiologia industrial, biologia molecular e ingenieria de proteinas, permite la
expresion de enzimas que pueden comercializarse para diversas aplicaciones. Tan
solo en el afio 2018 las enzimas desarrolladas y producidas para aplicaciones
industriales representaron para el mercado un valor global estimado de 9.3 mil
millones de USD (Adrio & Demain, 2014; Demain & Adrio, 2008; Grand View
Research, 2019).

El mercado industrial demanda la prospeccion de enzimas con propiedades
cataliticas mejoradas y novedosas. Diversas metodologias como el cribado
metagendmico, extraccidn y secuenciacion de genomas microbianos, y el
aprovechamiento de microorganismos extremofilos, entre otras, nos ayudan a
encontrar enzimas con caracteristicas deseadas. El analisis de genomas de
organismos dificiles de cultivar ha permitido la identificacion de secuencias que
codifican para numerosas enzimas Yy su produccion posterior en sistemas
heterélogos (Luo et al., 2012; Adrio & Demain, 2014). Tal es el caso de una HSL
(del inglés: hormone-sensitive lipase) esterasa aislada a partir de una libreria de

cDNA de un hongo Basidiomiceto crecido en petréleo crudo y que ha sido



caracterizada en el laboratorio de Biologia Molecular de hongos en el CelB

(Sanchez-Carbente et al., 2017), entre otras.

Dado que algunas enzimas con especificidad y enantioselectividad, no siempre
resultan estables o eficientes bajo condiciones industriales, se han utilizado diversas
estrategias para mejorar y/o modificar las propiedades de una enzima ya existente,
dichas estrategias estan basadas en los aportes de la ingenieria de proteinas. Las
técnicas de ADN recombinante, asi como las estrategias basadas en la evolucion
racional, semirracional y dirigida al azar utilizadas en la rama de ingenieria de
proteinas, permiten obtener enzimas con propiedades novedosas, logrando
aumentar la produccion de enzimas hasta 100 veces. Por ejemplo, la evolucién
enzimatica dirigida mediante la generacion secuencial de mutagénesis aleatoria de
una p-nitrobencil esterasa de Bacillus subtilis, en donde el resultado neto de cuatro
generaciones secuenciales de mutagénesis aleatoria y un Unico paso de
recombinaciéon aumento de 50 a 60 veces su actividad. (Chirumamilla et al., 2001;
Singhania et al., 2010; Adrio & Demain, 2014).

1.1 Aplicaciones industriales

Las hidrolasas son enzimas utilizadas en industria: farmacéutica, de
biocombustibles, de detergentes y de alimentos. Las proteasas, lipasas y amilasas,
son utilizadas para el desarrollo de detergentes que evitan el desgaste de las telas;
a las celulasas y xylanasas utilizadas en la industria del papel, textii o en
biocombustibles (Hess, 2008). Todas las antes mencionadas también son utilizadas
por la industria de alimentos y bebidas. En el caso de la industria farmacéutica se
han utilizado proteasas y lipasas, estas Ultimas utilizadas debido a su alto nivel de
especificidad, siendo una tecnologia alternativa a la cromatografia quiral (Guerrand,
2017; Gerard, 2015).

Tan solo en el 2016, el valor del mercado mundial de enzimas industriales se estimé
de entre $5000 a $5500 millones de dodlares. En el que predomina el segmento de
las amilasas (carbohidrasas), seguido de las proteasas, las lipasas, entre otras
(Figura 1). Tanto lipasas como esterasas exhiben estabilidad inclusive en sistemas

no convencionales (solventes organicos) preservando la especificidad por el



sustrato (aunque es mas pronunciada en las lipasas) y algunas no requieren
cofactores, por lo que representan excelentes candidatos para la produccién de
compuestos opticamente puros en sintesis de productos quimicos finos (Ramnath
et al., 2016; Haki & Rakshit 2003; Bornscheuer, 2002; Lopez & Gotor, 2015).

m amilasas
= proteasas
m Lipasas

= JTras

Figura 1. Segmentos del mercado global de enzimas (Guerrand, 2017)

Esterasas

Las esterasas (EC 3.1.1.x) son un grupo diverso de hidrolasas con el plegamiento
caracteristico a/pB-hidrolasa, que consiste en 8 hojas B centrales rodeadas por un
namero variable de hélices a, que catalizan la ruptura y formacion de los enlaces
éster (Ollis et al., 1992; Bornscheuer, 2002) (ver Figura 2). Estas se clasifican en
lipasas (E.C.3.1.1.3 triacilglicerol hidrolasas) y esterasas verdaderas (E.C.3.1.1.1
carboxil-éster hidrolasas) (Bornscheuer, 2002). Las primeras actian sobre

triglicéridos insolubles en agua que contienen acidos grasos de cadena larga (>10

Figura 2. Plegamiento a/B hidrolasa de estructura cristalogrdfica de la lipasa B de Cdndida antdrctica. Tomada y
modificada de (Torres, 2009).



C), por lo tanto, requieren una interfaz agua-lipido para su catalisis, mientras que
las segundas catalizan principalmente la hidrolisis de enlaces éster de acilgliceroles
de cadena corta y media (entre 6 y 8 carbonos como maximo) (Verger, 1997; Ollis
et al.,, 1992; Bornscheuer, 2002). Las enzimas lipoliticas de origen microbiano
particularmente se utilizan para diversos procesos industriales, como se muestra en
la Tabla 1.

Tabla 1. Aplicacion de enzimas lipoliticas en procesos industriales.

Enzima Aplicacion/ Fuente de origen Cita
Industria

Lipasa Sintesis de | Candida rugosa Sharma y
lovastatina Kanwar, 2014

Lipolase ™ Industria del | Humicola Kirk et al,
detergente lanuginose 2002

Lipasa Produccion de | Mucor miehei Li & Ward,
aceites vegetales 1993.

Lipozima Sintesis de | Mucor miehei Stevenson et
monoglicéridos al., 1993.

Lipasa Degradacion de | Pseudomonas spp. | Kellis et al.,
polimeros de 2001.
polietileno alifatico

Lipasa Industria del | Aspergillus oryzae Gerhartz,
detergente 1990.

Lipasa Desarrollo del sabor | Penicillum roqueforti | Farahat,
del queso azul 1990.

Lipasa Resolucion racémica | Serratia marscences | Long et al.,
de ketoprofeno 2007

Esterol esterasa Industria de la pulpa | Ophiostoma piceae | Gutiérrez et
y el papel al., 2014




Carboxil
NP

esterasa

Resolucién de (R, S)
-ibuprofeno

metilester

Bacillus subitilis

Mustranta.
1992; Quax &
Broekhuizen,
1994,

Esterasa Lp-1002 | Esterificacion del | Lactobacillus Torres et al.,
alcoholes y &cidos | plantarum (WCFS1) | 2014
durante el
afiejamiento del vino

Colesteril esterasa | limpieza de lentes de | Pseudomonas Sugihara et
contacto tefiidos con | aeruginosa al., 2002
oleato de colesteril,
tripalmitina y
estearato de
estearilo

CL96 esterasa Industria lactea Lactobacillus casei | Choi & Lee,

2001

Cinamoil esterasa | Hidrolisis de acido | Lactobacillus Song & Balik,
clorogénico de las | helveticus (KCCM | 2017
paredes celulares de | 11223)
plantas

Feruloil esterasa | Sintesis de éster de | Aspergillus niger Giuliani et al.,
pentilferulado / 2001
industrias de
cosméticos y
perfumes,
decoloracion de
efluentes de fabricas
de papel.

Pectinex Ultra SP- | Clarificacion de los | Aspergillus Demir et al.,

L (pectin | jugos de frutas aculeatus 2001

metilesterasa)




1.2 Caracteristicas bioquimicas y estructurales de las enzimas
lipoliticas

Ademas de la diferencia del largo de la cadena acilo de los sustratos sobre los que
actuan, existen otras diferencias entre lipasas y esterasas (Tabla 2). La estructura
de algunas lipasas revela que poseen un dominio hidrofébico semejante a una tapa
que cubre el sitio activo y que se relaciona a la activacion interfacial particular de
estas. Sin embargo, es cierto que no todas las lipasas presentan esta caracteristica,
por lo que no se considera una propiedad que distinga claramente a las lipasas de
las esterasas. Este fendmeno se presenta cuando hay una fase de triglicéridos o
disolvente organico hidrofébico, entonces la tapa se separa, permitiendo el acceso
al sitio activo cuando se alcanza una concentracibn minima de sustrato
(Bornscheuer, 2002).

Tabla 2. Diferencias generales entre lipasas y esterasas (Bornscheuer, 2002).

Propiedad Lipasa Esterasa
Sustratos Insolubles de cadena larga Esteres simples
Activacion interfacial Algunas No
Enantioselectividad Generalmente alta Alta o baja
Estabilidad en disolventes Alta Alta o baja
Sustrato hidrofébico Alta Alta o baja

Estas enzimas, como otras hidrolasas, presentan la secuencia consenso Gly-X-Ser-
X-Gly como motivo distintivo altamente conservado alrededor de la serina del sitio
activo, el cual contiene la triada catalitica: Ser-Asp-His (Glu en lugar de Asp para

algunas lipasas) (Bornscheuer, 2002; Chu et al., 2008; Holmquist, 2000).

El mecanismo de hidrdlisis o formacion de enlaces éster es esencialmente el mismo
para las lipasas y las esterasas, y se compone de cuatro pasos: primero, el sustrato
se une a la serina activa, produciendo un intermedio tetraédrico estabilizado por los
residuos cataliticos His y Asp. Luego se libera el alcohol y se forma un complejo
acil-enzima. El ataque nucleofilico (agua en hidrdlisis, alcohol o éster en

transesterificacion) forma nuevamente un intermedio tetraédrico, que después de la



resolucién produce el producto (un &cido y un éster) y enzima libre (Bornscheuer,
2002; Bornscheuer & Kazlauskas, 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accién basado en la triada catalitica (Ser105, His224 y Asp187.
El intermediario tetraédrico (A2) es estabilizado mediante puentes de hidrégeno
(complejo ES). La cavidad de oxianion la conforman: Thr40 y GIn106. El complejo acil-
enzima (A3) la serina realiza el ataque nucleofilico al carbonilo de este complejo
rompiéndolo. A partir de entonces se genera un nuevo intermediario tetraédrico (A2)
para terminar con la liberacion del seqgundo producto y regenerar el sitio activo (A1) (Li
etal., 2014).

1.3 Clasificacion

En los microorganimos, las enzimas lipoliticas bacterianas se clasificaron
originalmente en 8 familias con base en el porcentaje de conservacion de las
secuencias de aminoéacidos y de algunas propiedades biolégicas (Arpigny & Jaeger,
1999). Actualmente, encontramos una extension de la clasificacion a 19 familias
debido a enzimas recién descubiertas. Dentro de esta clasificacion encontramos a
la familia 1V, conocida como la familia HSL, ya que los miembros de esta muestran
una similitud sorprendente en la secuencia de aminoacidos con las HSL de
mamiferos en el dominio C-terminal donde se encuentran motivos conservados
(Figura 4) (Kovacic, et al., 2019; Liu et al., 2013). Debido a que han sido pocas
esterasas pertenecientes a esta familia descritas en hongos, Hernandez-Fuentes.
(2019) en su tesis de maestria determind la relacion filogenética entre diversas HSL
de mamiferos con las de algunos hongos (Figura 5). La presencia de este tipo de



enzimas descritas en diversos organismos sugiere que estan ampliamente

distribuidas en todos los dominios de la vida.

Human HSL

N-terminal domain C-terminal catalytic domain
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Figura 4. Organizacion estructural de HSL humana (hHSL) y Est25. En ambas se comparte el dominio C-terminal el cual
contiene la triada catalitica (Ser-Asp-His) y el motivo HGGG. El dominio N-terminal es mds extenso en la hHSL y en la Est25

perteneciente a la familia IV encontramos un médulo regulador (tomada de Ngo, et al., 2013).

33— Homo sapiens HSL
39)Sus scrofa HSL
321 Ovis aries HSL

" Mus musculus HSL

50 Mecator americanus HSL
B adusta HSL(2)

B adusta HSL(3)

B adusta HSL

Rhizomucor miehei Lipasa

3WJ1 Ferroplasma Carboxilesterasa
Moraxella sp Lipasa
4WY5 Rhizomucor miehei HSL

4WY8§ Rhizomucor miehei HSL
4E11 D melanogaster Kinurenina formamidasa

4N5I Lactobacillus rhamnosis Esterasa

Candida cylindracea Lipasa

4zrsA Feruloil Esterasa

18 |
57 BaEstB HSL

Figura 5. Arbol filogenético de 18 secuencias de aminodcidos de HSL esterasas de distintos organismos (mamiferos,
hongos y bacterias). Muestra la HSL RmEstB marcada con un triangulo azul. La HSL BaEstB de humanos en la parte

inferior y superior respectivamente (Herndndez-Fuentes, 2019).

Estas también se clasifican en cuatro grandes bloques (C, H, L y X) de acuerdo con
los porcentajes de identidad en la secuencia lineal de aminoacidos y la conservacion
de motivos particulares. El bloque H es el mas pequefio y aqui encontramos a las

lipasas HSL (Lenfant et al., 2013; Sanchez-Carbente et al., 2017). Donde la mayoria



de las enzimas de este bloque H resultan ser esterasas. Ademas, las HSL de
microorganismos se dividen en dos subfamilias de acuerdo con la presencia de los
motivos GTSAG o GDSAG (Li et al., 2014).

Las HSL resultan atractivas para su uso en diversas aplicaciones biotecnolégicas
como aditivos en los detergentes, aditivos alimentarios, biorremediacion,
biocombustibles, y biotransformacion, ya que al igual que otras esterasas realizan
la catalisis de una amplia gama de sustratos que contienen enlaces éster, tienen
alta actividad, alta regio- y esteroselectividad, y una notable estabilidad. En la Tabla
3 se muestran algunas HSL y los productos de sintesis y/o hidrdlisis que catalizan
(Sanchez et al., 2017; Kim, 2017).

Tabla 3. Sustratos de reacciones de hidrdlisis y sintesis de HSL bacterianas (Kim, 2017).

Esterasa HSL Sintesis Hidrdlisis
AFEST y EST2 p-nitrofenil hexanoato
PsyHSL p NP- pentanoato
LipN Butirato de | Acetato de 4- hidroxifenilo
metilo
EstDL26 y Cloranfenicol acetilado
EstDL136
Est4 y Est25 Acetato de linalilo y
acetato de a-terpinilo

A pesar de tener un numero importante de enzimas lipoliticas caracterizadas, el
namero de sustratos con las que se determina su especificad es limitado e
insuficiente porque no nos permite conocer cudles son los sustratos naturales de
los organismos a partir de los cuéles fueron aisladas. Esto conlleva a que la
clasificacion de estas enzimas con base a su actividad bioquimica resulte
incompleta. Por otra parte, siempre se ha contemplado el largo de la cadena acilo
de los sustratos como parte de las diferencias entre lipasas y esterasas, sin
embargo, existe poca informacion de esta indole que relacione el lado alcohol del
sustrato respecto a la actividad y/o clasificacion. Indagar en estos aspectos nos

acercaria a determinar cuales son los sustratos con los que podriamos obtener la
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mejor actividad en enzimas lipoliticas, que en consecuencia podria permitir un

mercado novedoso para las industrias de sintesis de compuestos organicos.

1.4 Pichia pastoris como sistema de expresion heteréloga

Actualmente se encuentran comercialmente disponibles una amplia variedad de
sistemas que permiten la expresion de proteinas recombinantes (PR), estas pueden
producirse en diversos sistemas biolégicos, como bacterias, levaduras y algunas

células eucariontes (mamiferos, plantas e insectos).

Los sistemas de expresion bacterianos son los mas utilizados, pero tienen algunas
limitaciones. Por ejemplo, en E. coli, la formacién de cuerpos de inclusion en el
citoplasma es un problema frecuente, también el mal plegamiento de la proteina y
la degradacion por proteasas, ademas que estas no generan modificaciones post-
traduccionales necesarias para la actividad de la mayoria de las proteinas de
eucariontes (Karbalaei et al., 2020). Por lo cual se han desarrollado otros sistemas

de expresion alternos.

Las levaduras tienen un mecanismo de expresion similar a las células de mamiferos,
pero estas Ultimas tienen costosos requerimientos nutricionales, crecen lentamente
y es posible la contaminacién con virus, lo que limita su uso a gran escala. En
cambio, las levaduras tienen ventajas como la velocidad de crecimiento y su facil
manipulacion genética, ademas de que, en contraste con las bacterias, realizan
modificaciones pos-traduccionales, excretan PR al medio de cultivo y el ADN
linearizado se puede insertar en el genoma con alta eficiencia mediante
recombinacién cruzada generando lineas celulares estables. Adicionalmente, es
posible optimizar los rendimientos de produccion modificando parametros fisicos
como pH, temperatura, disponibilidad de Oz, asi como las concentraciones

residuales de metanol (Karbalaei et al., 2020, Macauley-Patrick et al., 2005).

Pichia pastoris es una levadura metilotrofica, utilizada para la produccion de
proteinas heter6logas. Esta destaca por tener similitud con sistemas de expresion
como las lineas celulares CHO, ademas de ser un sistema econémico con tiempos
de expresion relativamente rapidos, y se puede escalar a biorreactores de nivel

industrial a partir de pequeiios volumenes de cultivo. La purificacion de proteina
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recombinante es muy fécil, ya que tiene una produccion secretora directamente al
medio de cultivo, y ésta presenta proteinas secretoras enddgenas limitada
(Karbalaei et al., 2020).

Su capacidad para utilizar el metanol como uUnica fuente de carbono y energia esta
dada por la presencia de los genes que codifican para la enzima alcohol oxidasa
(AOX), denominados aox1 y aox2. Su expresion es inducida por la presencia de
metanol en el medio, aunque ambos genes producen la AOX, el gen aox1 contribuye
con el 90% de produccion. Esta caracteristica permite usar como inductor para la

expresion de proteinas al metanol.

Esta levadura puede presentar 3 fenotipos de acuerdo con los genes de AOX que

estén presentes. En cepas que tienen deletado el gen AOX1, el fenotipo de

Pichia Genome (HIS4 or his4)

5" Paox1ge Gene of Interest 1T Zeocin 5 AOX{oraoxi:ARGd TT 3
Expression Cassette

Figura 6. Esquema del resultado de una insercion del pldsmido 5°linearizado en el locus AOX1. La insercion en
lo loci AOX1 (cepas X-33 0 GS115) o aox1::ARG4 (KM71H) a partir de la recombinacion cruzada de los vectores
pPICZ o pPICZa da como resultado la ganancia de PAOX1 seguido del gen de interés y el gen de resistencia a
zeocina siendo el fenotipo de la transformante es Mut* (X-33 0 GS115) o Muts (KM71H).

denomina Mut® lo cual deriva en una utilizacién lenta del metanol, por ende, el
crecimiento se ralentiza, en cambio si el gen AOX2 se inactiva la tasa de crecimiento
es comparable a la cepa salvaje, este es el fenotipo Mut*, si se desactivan ambos
genes las cepas no pueden crecer en metanol (Mut’). Es por eso por lo que los

vectores de expresion permiten la recombinaciéon en el loci AOX1 (Figura 6)
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Otra ventaja que destaca en P. pastoris es su capacidad de realizar modificaciones
post-traduccionales necesarias en proteinas utilizadas con fines terapéuticos, tales
como la glicosilacion ligada a O y N, y la formacion de puentes disulfuro. Gracias a
esto, se obtienen proteinas recombinantes con un plegamiento, solubilidad,
estabilidad y actividad biol6gica adecuada. Asi mismo, P. pastoris tiene la ventaja
de glicosilar proteinas secretadas, pero sin la hiperglucosilacion que presenta
Saccharomyces cerevisiae. Esta ultima glicosila a los N con largas cadenas de
Man > 50GIcNAc2 (Figura 7 b), teniendo en los oligosacaridos centrales enlaces
glucano a-1,3 mientras que en P. pastoris los oligosacaridos suelen ser mas cortos
y no tiene enlaces a-1,3 terminal (Figura 7 a). Por esto, las proteinas recombinantes
producidas con S. cerevisiae, pueden ser inmunogénicas, lo que las hace

particularmente inadecuadas. (Cereghino et al., 2002; Karbalaei et al., 2020).

Sin embargo, también es conocido que la hipermanosilacion de proteinas
recombinantes en P. pastoris, pueden provocar reacciones inmunoldgicas y una
vida media sérica disminuida (Laukens, De Wachter y Callewaert, 2015).
Actualmente existen cepas como Pichia GlycoSwitch® que tienen mutado al gen
gue codifica a la a-1,6-manosiltransferasa (OCHL1), la que es responsable del inicio
de la hipermanosilacién. Para la produccién de glicoproteinas de tipo humano, el
siguiente paso con esta cepa es la sobreexpresion de varias glicosiltransferasas o
glucosidasas.

Este sistema también tiene algunas desventajas: 1) a diferencia de un sistema
bacteriano, el nimero de transformantes de P. pastoris por ug de ADN es de 103-
10% vs las que se obtienen en E. coli (108-10%Y), por lo que se requieren grandes
cantidades del plasmido (S. Wu & Letchworth, 2004). Otra limitacion en la
transformacién es que P. pastoris tiene pocos marcadores de seleccion para
auxotrofia, entre los que se incluyen his4, arg4 y Shble, éste ultimo necesario para
resistir contra el antibidtico Zeocina (Cereghino & Cregg, 1999). Por lo que es muy
comun la contaminacién con hongos y bacterias saproéfitas en el medio de
expresion, en donde las proteasas secretadas por estos organismos llegan a

hidrolizar la PR secretada en el sobrenadante (Stewart, 2015).
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D ——> N-acetyl glucosamine ( GIcNAc )

O —— Mannose (Man)

. ——3 Galactose (Gal)

A ——3 N-acetyl neuraminic acid (NANA)

Figura 7. Diagrama esquemadtico de la estructura de N-glucano en (a) Pichia pastoris, que tiene una estructura de
N-glucano generalmente del tipo Man8-14GIcNAc2 con una estructura ramificada triantenaria, y b) Saccharomyces
cerevisiae, encontramos una estructura de N-glucanos hipermanosilada. En ambas estructuras encontramos que
los oligosacdridos se unen al residuo amida de una asparagina a través del enlace N-glicosil dentro de la secuencia
consenso Asn-X-Thr (donde X es cualquier aminodcido excepto prolina). Tomada y modificada de: (Karbalaei et al.,
2020).

Adicionalmente, los vectores para P. pastoris tienen ademas del promotor de la AOX
(PAOX1) del gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(PGAP). Sin embargo, de estos promotores el Unico inducible con metanol es el
PAOX1 cuya concentracion afadida va del 0.5 %- 2.5 %, de acuerdo con las
instrucciones del kit de expresion EasySelect™ Pichia de Invitrogen. Donde
concentraciones mayores a 5% son téxicas para las células por lo que se detiene la

produccion de PR (Rajamanickam et al., 2017).

Aunque P. pastoris es un sistema facil de utilizar, requiere de cierto grado de
optimizacién para lograr la produccibn maxima de proteina. Las variables por
considerar son la concentracion de metanol y sorbitol, el fenotipo Mut que
presentan, la temperatura y el tiempo de incubacion, este ultimo puede variar entre

cepas y de la proteina que se expresa Algunos estudios sugieren que la expresion
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Optima de proteinas se produce entre las 72 y 96 horas de incubacion (Karbalaei et
al., 2020).

2. ANTECEDENTES

A pesar de que algunas HSL bacterianas han sido caracterizadas estructural y
bioguimicamente, hasta la fecha en organismos fangicos solo han sido descritas 3
enzimas lipoliticas de la familia HSL, dos del hongo termofilo mucoral Rhizomucor
miehei (RmEstA y RmEstB) y una de la levadura psicroéfila Glaciozyma antarctica
designada como GlaEstl2, que tienen especificidades de sustrato distintas.
RmESstA cataliza la ruptura de ésteres con cadenas de 4 y 6 carbonos mientras que
la GlaEst12, mostrd una alta especificidad hacia ésteres de p-NP con cadenas de 8
y 10 carbonos (Liu et a.l, 2013; Yan et al., 2014; Yang et al., 2015; Mohamad et al.,
2020).

Otras enzimas lipoliticas fungicas han sido aisladas de Candida antarctica, C.
rugosa y hongos filamentosos como Aspergillus niger, Rhizopus orizae, Penicillium
camembertii, entre otros, las cuales han sido caracterizadas y comercializadas para
las industrias lacteas, petroleras y de grasas. Sin embargo, aun falta mucho por
investigar acerca de los sustratos celulares de las enzimas lipoliticas de la familia
HSL en hongos y su papel fisiolégico aun es incierto. El conocimiento de la
especificad de estos sustratos podria dar pauta para proponer el uso de estos en la
sintesis o hidrélisis de nuevos compuestos de interés industrial (Anobom et al.,
2014; Borrelli & Trono, 2015; Houde et al., 2004).

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en
Biotecnologia UAEM se realiz0 la caracterizacion bioquimica de una esterasa HSL
(BaEstB), obtenida de una libreria de cDNAs del basidiomiceto Bjerkandera adusta
crecido en petrdleo crudo. EI cDNA de esta tiene un tamafio de 969 nucleétidos,
mientras que el gen es de 1133 nucledtidos, con dos exones y tres intrones de 57,

50 y 57 nucleotidos
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Esta esterasa HSL fue clonada en el vector pPICZa para ser expresada
heter6logamente en Pichia pastoris (Figura 8). El vector permite agregar a la
proteina de interés una bandera de histidinas en el carboxilo terminal, y gracias a
tener el péptido sefal del factor de apareamiento de la levadura, las proteinas

pueden ser secretadas al medio de cultivo (Higgins, 2007).

Figura 8. Caracteristicas de los vectores pPICZa A, By C. Dentro del sitio de clonacion
multiple se encuentran el factor a que codifica para el péptido sefial de secrecion al
medio, 10 sitios de restriccion, etiqueta de epitopo myc C-terminal, etiqueta de
polihistidina. Ademds del ORF para el gen Shble que confiere a las transformantes
resistencia a la zeocina

De acuerdo con los analisis bioquimicos esta tiene una actividad 6ptima a 45 °C y
a un pH de 7.0 cuando se utiliza el 2-naftil acetato como sustrato disminuyendo su
actividad hasta 18 veces frente al p-NP acetato (2C), 32 veces con el p-NP butirato
(4C), mientras que con sustratos de cadena larga como el p-NP decanoato (10C) y
p-NP palmitato (16C) no tuvo actividad (Sanchez-Carbente et al., 2017).En este
trabajo se propuso que la especificidad de la enzima podria verse influenciada por
la presencia de los anillos que componen al sustrato en la parte del alcohol, ya que
el acetato de 2-naftilo tiene 2 anillos mientras que los ésteres p-NP solo tienen uno.

Es importante resaltar que el acetato de 2-naftilo y el acetato de p-nitrofenilo tienen
el mismo largo de cadena, sin embargo, la actividad de la enzima disminuye con el
segundo. Existen otras enzimas que de igual manera requieren sustratos

voluminosos en el extremo del alcohol, como una xilano esterasa la cual tuvo mejor
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actividad en presencia de una cadena de xilano esterificada vs un sustrato como un
éster de p-NP (Sanchez-Carbente et al., 2017).

El modelado tridimensional y el analisis filogenético demostré que BaEstB es un
ortélogo de la RmEstB. De acuerdo con el andlisis estructural, la similitud de
aminoéacidos y la conservaciéon de motivos particulares se establecio que BaEstB
pertenece a la familia IV (HSL). Se identificé a la triada catalitica tipica de las
esterasas y lipasas (Ser-His y Asp-Glu) a partir de alineamientos multiples de
aminoacidos y se obtuvo el modelo de la estructura tridimensional de BaEstB
obtenido por Quimera donde se observa el plegamiento a/f3 hidrolasa compuesto en

este caso por 8 hojas B plegadas rodeadas por 10 a hélice (Figura 9).

Figura 9. Estructura tridimensional de la BaEstB. M1 pertenece al residuo
amino terminal y E322 al carboxilo terminal, en rojo re muestran las [dminas
beta rodeadas de hélices alfa en azul, conectadas por un loop que conforman
el dominio Cap (Herndndez-Fuentes, 2019).

En los mamiferos se ha descrito que las HSL utilizan una amplia gama de sustratos
como ésteres de retinilo y ésteres de colesterilo, estos ultimos sirven como
precursores en la sintesis de hormonas (Ali et al., 2012). Mientras que los hongos
no tienen colesterol sino ergosterol, sirviendo de almacén encontrandose en su

forma esterificada en gotas citoplasmicas (Welte, 2009) De acuerdo con lo conocido
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en mamiferos y la actividad diferencial entre el 2-naftil acetato y el p-NP acetato, se

hipotetizé que el ergosterol esterificado podria ser el sustrato de la BaEstB.

Para comprobar si esto es posible, se realizé un analisis in silico de la preferencia
de la BaEstB por el ergosterol esterificado y otros sustratos analizados previamente
a través de “Docking” o acoplamiento molecular. El andlisis mostré que el ergosterol
acetilado se enlaza de manera termodinamicamente favorable al sitio activo de la
BaEstB, seguido del colesterol acetilado y en menor medida al 2-naftil acetato.
Ademas, se demostré por HPLC que efectivamente la enzima cataliza la

desesterificacion de este sustrato (Tabla 4 y Figura 10).

Por otro lado, se sabia que la mutacion de amino&cidos en la entrada del tunel de
RmEstB cambiaba su preferencia por sustratos acilo con cadenas mas largas. Por
tanto, se analiz6 a través de acoplamiento molecular las mutantes de la BaEstB en
aminoacidos relevantes en la entrada al sitio catalitico y se determin6 que estas
mutaciones pueden cambiar la preferencia de la enzima hacia sustratos de diferente
namero de carbonos en la cadena acilo y distinto volumen en los anillos del lado

alcohol de las moléculas como se demostré con mutantes de la RmEstB de R. miehi.

Las mutantes propuestas se generaron a través del analisis de los residuos de
aminoacidos que podrian participar en la union de sustratos con cadenas de acilo
largas (>4C) y se determind que las mutantes (Y81S y L211W) son las candidatas
para probarlas en una fase experimental in vitro, de acuerdo con la energia de unién

de los sustratos probados (Yang et al., 2015; Hernandez-Fuentes, 2019).

Tabla 4. Resultados del ensayo de actividad esterasa de la BaEstB frente a ergosterol
esterificado con diferente concentracion de la enzima.

. . Concentracion de Concentracion de
Tratamientos Area bajo la curva
sustrato (mg/mL) producto
Control 40.684 + 2.385 0.421 +0.02 0%
BaEstB (100 ng) + S 26.684 + 6.519 0.298 + 0.01 29.20%
BaEstB (200 ng) + S 13.966 + 2.0 0.166 + 0.06 60.50%
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Figura 10. Cromatogramas control (arriba) y tratamiento con 100 ng de BaEstB purificada (abajo). El tratamiento
con la BaEstB tuvo un drea bajo la curva menor que el control, esto indica que el ergosteroil acetato fue
hidrolizado por la enzima, teniendo una concentracién del sutrato sin hidrolizar de 0.298 mg/mL

3. JUSTIFICACION

El uso de las HSL esterasas ha sido poco explorado en las industrias, pero tienen
el potencial de ser empleadas en sectores como el de detergentes, aditivos
alimentarios, farmacéutica, quimica fina, biorremediacién y biocombustibles.

Particularmente, poco se ha explorado en cuales podrian ser los sustratos naturales

de estas y de su especificidad frente a estos.
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A través de un analisis de dinamica molecular de la HSL BaEstB se determiné que
esta tiene mas afinidad por el ergosteroil acetato, luego al colesteroil acetato y es
menos a fin al 2-naftil acetato. Esto indica que la preferencia de la enzima por el
sustrato no solo depende del largo de la cadena del acilo, sino que también el
tamafio del lado alcohol es relevante.

Ademas, con la misma técnica, se identificaron los residuos de aminoacidos que
interactuaban con los sustratos analizados, y por una busqueda bibliogréfica se
encontraron estudios de mutaciones de aminoacidos puntuales probadas
experimentalmente los que estuvieran implicados en la union del sustrato y que
pudieran coincidir con los residuos que hemos identificado. Los resultados del
andlisis in silico de las mutaciones puntuales mostraron que la mejor energia de
union se presentd con las mutantes Y81S y L211W frente al ergosteril acetato> 2-
NA,>p-NPA>p-NPB> p-NPD.

También se demostré que el tinel de entrada al sitio catalitico se agranda cuando
se generan las mutaciones Y81S y L211W, por lo que es posible que la enzima
pueda entonces usar sustratos voluminosos y con cadenas acilo mas largas. Estas
predicciones requieren ser validadas experimentalmente, lo que por un lado nos
permitiria tener variantes de las enzimas con potencial industrial y por otro lado nos

permitird generar hipétesis de su actividad biolégica en el hongo.

4. HIPOTESIS

Las mutantes de la HSL BaEstB en los residuos Y81S y L211W desesterificaran
sustratos con aril-alcoholes y cadenas acilo mayores a 2C respecto a la BaEstB

silvestre.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:
Analizar y comparar la actividad esterasa de las mutantes Y81S y L211W frente a

la BaEstB silvestre.
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5.1.1 Objetivos especificos:

1.- Expresar heter6logamente y purificar a la HSL BaEstB silvestre.
2.- Expresar heterdlogamente las lineas mutantes Y81Sy L211W.

3.- Obtener los parametros cinéticos de la HSL BaEstB silvestre frente al 2-

naftilacetato y p-nitrofenil acetato.

6. METODOLOGIA

6.1 Generacion de Mutantes

Se disefiaron los oligonucledtidos sentido y antisentido para obtener las mutaciones
de los residuos Y81 y L211 (Figura 11), y llevar a cabo la mutagénesis de sito
dirigida por PCR-AIl around con el kit comercial QuikChange Lightning Multi Site-
Directed (Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé
como templado el plasmido parental metilado pPICZoA::BaEstB wt y posteriormente
se realizo la digestion del DNA parental con la enzima Dnpl que es dependiente de
DNA metilado.

Trp

I Mut Yg81S §' Mut L211W 5'
- JAG . o el =
CCACGGCGGAGCC—TGTACACGGATCGAA ITCCCGCCGTTCGTGerCCGGGATACTACG

CCACGGCGGAGCC GTACACGGATCGAAA, ATCCCGCCGTTCGTG CCGGGATACTACGGC

1 1 1 1 1 1 1
I . I ' I ¥ I

GGTGCCGCCTCGG CATGTGCCTAGCTTT TAGGGCGGCAAGCAC GGCCCTATGATGCCG

His Gly Gly Ala Tyr Val His Gly Ser Lys Ile Pro Pro Phe Val Leu Pro Gly Tyr Tyr Gly
................................................................ (in frame with a-factc

Featurs
Lipasa-Bjer
A AAGCACLY ATGA
GGTGCCGCCTCGG-JACATGTGCCTAGCTT] GGGCGGCAAGCACLICGGCCCTATGATGC
LSy — Mut L211W 3'
Mut Y81S 3' lut L211W 3

Figura 11. Fragmentos de la secuencia de BaEstB. Las bases en azul representan el coddn codificante
silvestre. Las bases encerradas en morado representan los primers que insertaran los codones que
codifican el residuo de aminodcido sefialado en corchete.

La transformacion en E. coli 1116 calcio competentes con ambas construcciones
con los cambios predichos previamente digeridas, se realizdé por choque térmico
(Sambrook et al., 1989), después de la recuperacién se tomaron 400 pyL para

sembrar en medio LB bajo en sales suplementado con Zeocina® a 25 pg/mL. Las
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placas se, incubaron a 37°C toda la noche (overnight) y se almacenaron a 4 °C

hasta su uso.

Se  seleccionaron 4  colonias recombinantes con el  pldsmido
pPICZoA::BaEstB L211W y 3 colonias de pPICZaA::BaEstB _Y81S, y se
resembraron en placas frescas, ademas se inocularon 3 mL de medio LB bajo en
sales con Zeocina® a 25 pg/mL, incubandose a 37 °C durante 16 horas y los tubos
con medio liquido se agitaron a 150 rpm en la obscuridad. Las placas se

almacenaron a 4 °C.

6.2 Clonacion, secuenciacion y transformacion

A partir de las colonias seleccionadas se extrajo DNA plasmidico con el kit (Zymo
PURE plasmid Miniprep), el cual se secuencié en la Unidad de Secuenciacion del
IBt-UNAM para confirmar la presencia de las mutaciones, utilizando el oligonuclétido
AOX1 5" y 3'para Y81S y L211W, respectivamente. Una vez que se selecciond y
secuenci6 la clona con las mutantes deseadas (colonia 3 de la mutante Y81S y
colonia 4 de la mutante L211W), las células transformadas se mantuvieron en
glicerol al 20% a una temperatura de -80 °C hasta su posterior uso. A partir de estos
gliceroles se resembraron para posteriormente hacer una purificacién del plasmidos
esta vez por el método de fenol:cloroformo. Una vez que se obtuvieron los
plasmidos de ambas mutantes, se procedié a linearizar con la enzima Sacl, el
plasmido lineal se precipitdé y cuantifico para finalmente ser transformado en P.

pastoris X-33 mediante electroporacion.

Para preparar a las células electrocompetentes de la cepa X-33 de P. pastoris se
realizd un preinéculo en 5 mL de medio YPD, que se dej6 incubar por
aproximadamente 10 horas a 28°C a 200 rpm. Se tomaron 100 L de este precultivo
para inocular 50 mL de YPD por duplicado y se incubaron en las mismas
condiciones, hasta que se alcanzé una densidad Optica entre 1.3 y 1.5. Al dia
siguiente se realizaron las mediciones de densidad Gptica a 600 nm por triplicado.
se recolectaron las células, para posteriormente realizar lavados con agua estéril y

finalmente resuspender en sorbitol (preparacion para electroporacion).
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Se transformé por electroporacion células electrocompetentes de P. pastoris X-33,
mezclando 80 uL de las células con alrededor de 5 a 20 ug (ver Tabla 13) de las
dos construcciones con los cambios predichos, se pusieron en las cubetas y se paso
una corriente de 2000 V (equipo Eppendorf Eporator®), al finalizar el equipo registré
una tension real de 1950 V para ambas construcciones y 5.9 ms para la cubeta con
la construccion pPICZaA::BaEstB_L211W y 5.8 ms para pPICZoA::BaEstB_Y81S.
Por dltimo, las células se sembraron en placas con medio levadura-peptona-

dextrosa (YPD) adicionando 100 uyg/mL de Zeocina®.

6.3 Seleccion de las lineas mutantes HSL BaEstB Y81Sy L211W

Se seleccionaron dos colonias de cada transformante para confirmar la integracion
de las construcciones en el genoma de P. pastoris X-33, através de PCR de colonia.
Se utilizaron los oligonucledtidos AOX1 5’ y 3’ del kit de expresion EasySelect™
Pichia Expression Kit de Invitrogen™ con el programa que se indica en la Tabla 5.
Los amplicones se secuenciaron para cerciorarnos de que el producto amplificado
contiene las mutaciones generadas. Las secuencias y oligos utilizados para el PCR

(AOX1) y para la reaccion de secuenciacion (LipB Rv) se enlistan en la Tabla 6.

Tabla 5. Programa PCR con oligos AOX1 5’y 3"°.

1 ciclo 95 °C 5 minutos

95 °C 45 segundos

30ciclos| 57°C 1 minuto
72 °C 2 minutos
1 ciclo 72 °C 5 minutos

Tabla 6. Secuencias de oligonucleétidos utilizados.

Oligo Secuencia
AOX15 | GACTGGTTCCAATTGACAAGC
AOX1 3’ | GCAAATGGCATTCTGACATCC
Lip Rv TCTAGACCTTCCGTCGCTGGTACG
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6.4 Induccion y expresion de BaEstB silvestre

Se sembraron 50 L del glicerol de Pichia pastoris BaEstB silvestre (wt, por sus
siglas en inglés) en placas de YPD con 100 yg/mL de Zeocina®. De las colonias
obtenidas, se inocularon dos de estas y una del control negativo (Pichia X-33
transformada con el vector pPICZaA vacio) en 15 mL de medio complejo tamponado
con glicerol (BMGY) en matraces de 50 mL a 28°C en agitacion (200-250 rpm) hasta
alcanzar una DOesoonm de 2-6 (16 a 18 horas). Después las células se centrifugaron
a 1500 g por 5 minutos y se resuspendieron en 50 mL de medio complejo fresco
tamponado con medio metanol (BMMY) en matraces de 250 mL a 28°C, 200-250

rpm.

Para inducir la expresiéon de la BaEstB silvestre se afiadi6 metanol a una
concentracion final de 0.5% durante 4 dias a intervalos de 24 horas (Cereghino et
al., 2002).

6.4.1 Induccion BaEstB mutantes

Como primer paso para lograr una induccion eficiente, se realizé un analisis de los
sobrenadantes de cultivo en medio de induccion mediante un gel SDS-PAGE. Al no
encontrar alguna banda definida que indicara una expresion a diferentes dias, como
alternativa dicho analisis se observdo mediante el método dot blot de colonia

(inmunoensayo).

Se inocularon placas de agar suplementadas con medio BMM (0.34% de YNB, 1%
de sulfato de amonio, 0.5% de metanol, 4x10-50% de biotina en buffer fosfatos 0.1
M), con una colonia de las cepas de P. pastoris: pPICZaA, BaEstB wt, BaEstB__
Y81S y BaEstB_L211W. Para inducir la expresiéon de las proteinas, se colocaron 3
mL de metanol al 0.5% en la tapa de las placas, y cada 24 h. se volvia a colocar
metanol. Estas placas se mantuvieron boca abajo y se incubaron a 28 °C durante 3
dias. Se hicieron réplicas de estas placas para ir tomando una cada 24 horas hasta

completar 72 h.

Cada 24 horas, se coloc6é una membrana de nitrocelulosa sobre las colonias durante
dos horas a 28 °C. Posteriormente se lavaron las membranas con agua y buffer
TBST 1x y después se incubaron por una hora con en buffer de bloqueo (leche al
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3% en TBST 1x) y agitacion constante. El buffer se retir6 y posteriormente se incubé
durante 2.5 horas con 0.36 mg/ul del anticuerpo primario (anti-Myc dilucion 1:3500).
las membranas se lavaron 3 veces con TBST 1x y entonces, se agrego el anticuerpo
secundario (Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody #7076, Cell Siganling,
Technology® acoplado a la peroxidasa de rabano) a una dilucion 1:2000 en buffer
de bloqueo, y se incubd por 1.5 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la
membrana se lavo 3 veces con TBST 1x durante 5 minutos en agitacion y entonces
se transfirié a una solucién que contenia los sustratos para la peroxidasa de rdbano
(1.5 mL de luminol y 1.5 mL de peroxido, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor) (Millipore kit No. WBKLSO0) y se dej6 reaccionar durante 1 min.
Finalmente, se revel6 en un escaner de transferencia C-DIGIT marca LI-COR® en
el IBT (Instituto de Biotecnologia de la UNAM).

6.4.2 Analisis de induccion y deteccion de actividad

Para visualizar la induccion de la BaEstB wt, se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) segun el método de
Laemmli (1970), utilizando fracciones de todos los pasos de induccion: desde el
sobrenadante obtenido en distintas horas (24, 48, 72 y 96) después de la induccion,
y las fracciones obtenidas en el proceso de purificacion a distintos tiempos. Para
detectar a las proteinas en el gel, estos se tifieron con azul de Coomasie brillante
R-250, y se esperaba observar una banda enriquecida a la altura 36.9 kDa peso
gue corresponde a la BaEstB. Para detectar la actividad de la BaEstB wt se utilizd
el sobrenadante de los cultivos para realizar el ensayo de actividad esterasa con el
sustrato el 2-NA. La actividad esterasa de los sobrenadantes, se considerara como
positiva por el cambio de coloracion de amarillo a rojo. Lo que indica la aparicion de

producto (2- naftol).

6.5 Purificacion y ensayos de actividad esterasa

La purificacion de la BaEstB se realizé por una cromatografia de afinidad a niquel.
Se centrifug6 un cultivo de 50 mL a 1500 x g durante 15 minutos en tubos de
ultrafiltracion de 15 mL Amicon® Ultra de 10 kDa para concentrar el sobrenadante

hasta un volumen de 1-1.5 mL. Posteriormente, este concentrado se llevé a un
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volumen de 15 mL con Buffer Tris-HCI (10 mM, pH 7, 0.2% Tritén) y se aplicd a una
columna de afinidad a histidinas HiTrap Chelating HP utilizando una bomba
peristaltica para posteriormente eluir a la BaEstB con Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, con
0.3 M Imidazol. Finalmente se eliminé el imidazol usando un filtro con un corte de
10 kDa (Amicon Ultra MILLIPORE con una membrana de celulosa) por
centrifugacion a 5500 rpm hasta obtener un aproximado de 0.75-0.5 mL. La enzima
purificada se almaceno en buffer Tris-HCI 10 mM pH 7 con glicerol al 20 % a una

temperatura de -20°C hasta su uso.

6.5.1 Cuantificacion de proteina por método de Bradford

Se utilizé el método de Bradford para determinar la concentracién obtenida del
sobrenadante, las fracciones de elucion y de la enzima pura. El reactivo de Bradford
se diluyé en una relacion 1:4 con agua destilada. Antes de cuantificar a las
muestras, se realiz0 una curva de concentracion con albumina de suero bovina
(BSA, 0.1mg/mL) en el rango de 0.5 a 6 yg/mL. Para la cuantificacion de la muestra,
se tomaron 2 pL a los que se afadieron 98 pL de agua destilada y 900 pL del
reactivo de Bradford. Como blanco se utilizaron 100 pL de agua destilada y 900 uL
del reactivo de Bradford. Todas las muestras leyeron por triplicado en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm.

6.5.2 Ensayos de actividad hidrolitica
Una vez que se obtuvo a la BaEstB wt se realizaron ensayos para determinar los
parametros cinéticos de la enzima con los sustratos previamente utilizados: el 2-

naftil acetato (2-NA) y el p-nitrofenil acetato (p-NPA).
Esta actividad se determiné por colorimetria de la siguiente manera:
Solucion 1: 2-naftilo acetato stock de 200 mmol/L en acetona.

Solucion 2: 10 mg de sal de sulfato GBC de Garnet disueltos en 100 pl de tampdn
de fosfato de potasio 50 mmol/L a pH 7 y Triton X-100 al 0,1% (para la preparacién

de sustrato).

Solucion 3: mezcla de 10:0.01:0.05 (v /v /v) tampon fosfato (pH 7.0) 0.1 % de Triton

X-100/ solucién 2/ soluciéon 1.
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La solucion 2 se debe preparar en el momento para evitar la precipitacion de la sal
de sulfato. Para llevar a cabo la medicion, se agregaron 10 pL de enzima pura (5
ng/uL: 50 ng totales) disuelta en tampon Tris-HCL 10 mM pH 7.0, 190 uL de solucién
3y completar el volumen a 300 pL con Tris-HCL 10 mM pH 7.0. Para determinar los
parametros como la Km Yy Vmax experimental, se cuantifico el producto del sustrato
hidrolizado (2-naftol) usando distintas concentraciones (0.025, 0.05, 0.075, 0.1,
0.125, 0.15, 0.5, 0.75 y 1 mM), en intervalos de 10 segundos, durante 15 minutos.
Primero se determind la velocidad inicial para cada concentracion con el fin de
graficar Vo vs [S]. Posteriormente se aplicaron los modelos lineales de Lineweaver-
Burk, Hannes-woolf y Eadie-Hofstee para determinar el modelo mas adecuado para

obtener Km Vmax la y Kca/Km @ partir de los datos experimentales obtenidos.

Se considera una unidad de actividad esterasa a la cantidad de enzima que genera
1 umol de 2-naftol/p-nitrofenol por minuto. Para obtener estas unidades de actividad,
se utiliza el coeficiente de absorcién molar de 23,598 mM-cm para el 2 naftol y

17,800 mM-tcmt a 410 nm para el p-nitrofenol (p-NP).

Por ultimo, se utilizaron las siguientes formulas para el calculo de actividad

volumétrica (AV) y especifica (AE), respectivamente.

Ec1: Ec 2: AV
AV — (m + Vt) AE — ’
(e+b+*Ve) [proteina]

En donde:

m = pendiente (A Abs/min)

Vt = Volumen total de la reaccion

¢ = Coeficiente de extincion molar de cada sustrato.
b = Longitud de la celda =1 cm

Ve = Volumen de la enzima
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencién de plasmidos pPICZaA::BaEstB_Y81Sy
pPICZaA::BaEstB_L211W

7.1.1 Purificaciéon del plasmido pPICZaA::BaEstB

Con el fin de obtener una cantidad considerable de plasmido se realizé la
transformacioén de células XL1-Blue por el método de electroporacién con la
construccion pPICZaA::BaEstB silvestre (wt). Una vez transformadas y recuperadas
se realiz6 la resiembra de 5 colonias para inocularlas en medio LB bajo en sales
con Zeocina® (25 mg/mL). Posteriormente se realizo la purificacion del plasmido
con el kit Zymo PURE plasmid Miniprep y se cuantificO por espectofotometria una
longitud de onda de 260 nm (Epoch). Por ultimo, se llevo a cabo la digestion de este
plasmido con las enzimas y las condiciones indicadas en la Tabla 7 por duplicado
durante 2 horas a 37°C para verificar mediante el tamafio del fragmento que

corresponde al inserto que codifica para la BaEstB (~974) (Figura 12).

Tabla 7. Reaccidn de digestidon con EcoRl y Xbal que cortan al inicio y término del inserto
que codifica para la BaEstB wt.

3uL Plasmido pPICZaA::BaEstB (~400 ng

2 uL Buffer Tango 10x Thermo Scientific™

0.5 pL EcoRI (10 U/mL) Thermo Scientific™

1uL Xbal (10 U/mL) Thermo Scientific™

3.5uL Agua

10 pL | Total
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3000 pb

1000 pb

Figura 12. Andlisis del patrén de digestion con EcoRl y
Xbal de la construccion pPICZaA::BaEstB y andlisis de
integridad. Gel de Agarosa al 1%. MPM: 1 kb fermentas.

En la Figura 12 se observa el patron de digestion del plasmido pPICZaA::BaEstB wt
en el que se obtienen dos fragmentos ~ 974 pb y de 3526 pb, el primero que
corresponde a la secuencia de la BaEstB y el segundo al vector. Se determiné la

concentracion a partir de la purificacion de dos colonias y los resultados se muestran

en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentraciones del plasmido pPICZaA/BaEstB purificado por duplicado.

Tubo 1 pPICZaA::BaEstB

Tubo 2 pPICZaA::BaEstB

Concentracién (ng/uL)

270.971

289.42

260/280

2.035

2.075

7.1.2 Disefo de los oligonucleodtidos para generar a las mutantes Y81S

y L211W

El primer paso para la generacion de los plasmidos pPICZaA::BaEstB_Y81S y
pPICZoA::BaEstB_L211W, fue el disefio de un par de cebadores para cada
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mutacion puntal. Esto se realizé por separado a partir de la secuencia del plasmido
pPICZaoA::BaEstB, utilizando el programa de QuickChange disponible en linea en

www.agilent.com/genomics/gcpd. Con las siguientes especificaciones:

e La sustitucion deseada debe estar en medio del cebador con 10 a 15 bases
aproximadamente de secuencia complementaria al templado silvestre.

e Deben de tener un contenido minimo de GC del 40 % y terminar en G o C.

e Se busco una longitud de entre 25 y 45 pares de bases, con una temperatura
de fusién (Tm) = 78°C.

Con el fin de generar las secuencias de los cebadores, primero se seleccioné en el
programa la opcion que corresponde al kit utilizado para realizar la mutagénesis sitio
dirigida (QuickChange® Il), después se ingreso la secuencia que codifica para los
322 aminoéacidos de la BaEstB, y por ultimo se seleccionaron por separado los
residuos Y81 y L211 para cambiarlos por serina y triptéfano respectivamente, a
continuacion el programa genera en automatico las secuencias mas apropiadas con

una temperatura de fusion optima (Figura 13 y 14).

Primer Name Primer Sequence (5" to 3)
5'-cgtagtatcecggeocacacgaacggeggga-3
c637t_t638g_ 5'-tecegeegticototggccogoatactacg-3'

Oligonucleotide information:

Primer Name Length (nt.) Tm Duplex Energy at 68 °C Energy Cost of Mismatches
30 78.30°C -49.43 keal/mole 8.52%
c637t_t638g_ 30 78.30°C -49.73 keal/mole 5.64%

Primer-template duplexes:

Primer Name Primer-Template Duplex
ctatcccgcoccgttcgtgctgoccgggatactacggca
| | Il [N |
3'-agggcggcaagcacaccggcoccctatgatge-5
5'-tcccgcoccgttcgtgtggccgggatactacg-3
26371 1638 [ [ RRRERRENE

gatagggcggcaagcacgacggccctatgatgccgt

Figura 13. Caracteristicas y secuencias de primers para mutagénesis de L211W en pPICZaA::BaEstB.

La seleccion de los residuos que se sustituirian fue a través del analisis de
acoplamiento molecular (Docking) con sustratos esterificados y se determiné que el

cambio de los aminoacidos Y81 y L211 eran los adecuados para realizar las
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mutaciones, y entonces evaluar la actividad de las lineas mutantes HSL BaEstB in

vitro (Hernandez-Fuentes, 2019).

Primer Name Primer Sequence (5 to J)
5itcgatecgtgtacactggetcegeegtggac-3
t241a a242g 5'-gtccacggcggagecagtgtacacggategaa-3'

Oligonucleotide information:

Primer Name Length (nt.) Tm Duplex Energy at 68 °C Energy Cost of Mismatches
32 78.50°C -51.18 keal/male 1.28%
t241a_a242q_ 32 78.50°C -50.71 keal/male 4.06%

Primer-template duplexes:

Primer Name Primer-Template Duplex
tttgtccacggocggageoctatgtacacggatcygaaaac
LErrrrrrrrererr  rrrrrrrrrrrrrnd
3'-caggtgcecgcctcggtcacatgtgectagett-5"
S5'-gtccacggcggagccagtgtacacggatcgaa-3"'
t2413_a242g_ PErrrrrrrrrre e rrrrererrrrrrnd
azacaggtgccgcocctoggatacatgtgocctagetttty

Figura 14. Caracteristicas y secuencias del par de primers para mutagénesis de Y81S en pPICZaA::BaEstB.

7.1.3 Mutagénesis sitio dirigida por PCR- All around

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el pPICZoA::BaEstB como
templado, el par de cebadores correspondientes a cada una de las 2 mutaciones
por separado, en un volumen de reaccién de 51 pL. Las cantidades de cada
componente de la reaccién se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Cantidades de la mezcla de reaccidn para la amplificacion del plasmido indicado
para la generacion de las construcciones mutantes.

Mutante pPICZaA::BaEstB_Y81S | pPICZaA::BaEstB_L211W
Buffer de reaccion 10 x 5 uL (1x) 5 pL (1x)
Plasmido (12.5 ng) 4 uL (50 ng) 4 uL (50 ng)
Oligo Fw (125 ng) 1ul 1ul

Oligo Rv (125 ng) 1puL 1puL

dNTP’s 1ul 1ul

Quick Solution Reagent 1.5 puL 1.5puL

Agua miliQ 36.5 uL 36.51pl
QuickChange Lighting Enzyme | 1 uL 1L
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Los parametros para el programa de PCR-AIl around descritos en el manual

QuickChange Lighting Site-Directed Mutagenesis se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Programa de ciclos utilizados para la amplificacion de los plasmidos con las
mutaciones deseadas.

1 ciclo 95°C 2 minutos
95 °C 20 segundos
18 ciclos 60 °C 10 segundos
68 °C 2.15 minutos

1 ciclo 68 °C 5 minutos

Para la ronda de amplificacion se calcularon los 2.15 minutos, tomando en cuenta

las 4.5 kb del plasmido y los 30 segundos por cada kb que la enzima necesita.

7.2 Clonacion y secuenciacion de los plasmidos
pPICZoA::BaEstB_Y81S y pPICZaA::BaEstB_L211W

Antes de iniciar la transformacién de E. coli cepa 1116 con los dos plasmidos se
realiz6 la digestién con una enzima de restriccion (Dnpl) que corta en la secuencia
GAMTC de ADN metilado y hemimetilado, que en este caso es el plasmido
pPICZaoA::BaEstB parental purificado a partir de células de E. coli. A cada tubo de
reaccion de PCR se le agreg6 2 uL de enzima Dpnl y se incub6 por 5.5 minutos a

42 °C en un Termobloque.

7.2.1 Transformacion en E. coli 1116

De las células transformadas se seleccionaron 4 colonias recombinantes con el
plasmido pPICZoA::BaEstB_L211W y 3 colonias de pPICZaA::BaEstB_Y81S. Estas
se resembraron en placa de agar y en medio liquido LB bajo en sales, ambos con

Zeocina® a 25 pg/mL.

31



7.2.2 Secuenciacion de los plasmidos pPICZaA::BaEstB con las
mutaciones en Y81Sy L211W

Primeramente, se purificaron los plasmidos pPICZaA::BaEstB_Y81S (colonia 1y 3)
y pPICZaA::BaEstB_L211W (colonia 3) con el Zymo PURE plasmid Miniprep Kit a
partir de colecta a las células de 3 mL de medio LB bajo en sales con Zeocina a 25
pug/mL. EI DNA plasmidico puro se eluy6 en 25 L, de los que se tomaron 2 L para
su cuantificacibn en un espectrofotometro de placa y también se verifico

cualitativamente a través de una electroforesis en gel de agarosa.

Se realizé una segunda purificacion de los pladsmidos de las lineas mutantes
(L211W_2 vy L211W_4, que corresponden a las colonias 2 y 4 respectivamente), se
cuantifico la concentracion y se verifico la integridad de los plasmidos (Tabla 11).

Tabla 11. Concentracion de las colonias con plasmidos mutantes purificados para su
secuenciacion.

Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Colonia 2 Colonia 4
pPICZaA::Ba | pPICZaA::Ba | pPICZaA::Ba | pPICZaA::Ba | pPICZaA::BaEs
EstB_Y81S EstB_Y81S EstB 1211W | EstB_L211W tB_1211W

Concentracion 820.7 400.7 336.6 462.256 586.9
(ng/uL)
260/280 2.09 2.04 2.052 2.030 2.039

Finalmente, los plasmidos se enviaron a secuenciar en la Unidad de Secuenciacion
IBT-UNAM. De acuerdo con el analisis de alineamiento de la secuencia de la
BaEstB silvestre respecto a las posible mutantes, se confirmaron que las colonias 1
y 3 de Y81S y las colonias 2 y 4 de L211W, contienen los cambios de nucleotidos

adecuados para generar las mutaciones en los aminoacidos predichos (Figura 15).
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A g MutL211w S B oy | Mutveiss
[TccCGCCETTCETG—GCCGGGATACTACE [ETCCACGGCGEAGCCrTGTACACEGATCGAA

1
[ cTATCCCGCCGTTCGTE CCGGGATACTACGGCA TTTTGTCCACGGBCBBAGLC GTACACGGATCGAAAAC

[ [ [ [

T + T } T + T t } t } t } + }
GATAGGECEGLCAAGCAC GECCCTATGATGLCET IAAAACAGGTGCCGCCTCEG CATGTGCCTAGCTTTTG
T T T AT S A A F V H 6 6 A Y V H 6 5 K T
______________________________ (in frame with a-fact Locoooacoaoooscoaccosaocosaccocanaccacacs  (INREID

Featur
Lipasa-Bje

aceeceGcaaccacdcaeccecTATEATG ]

: —ACT CAGGTGCCGCCTCGGEJACATGTGCCTAGCTT|
Mut L211W 2 TC
Mut Y8153 ——

 CTATCCCGCCETTCETEGCTGCCGEGATACTACGGCA
TTTTGTCCACGGCGGAGCCTATGTACACEGATCGAAAAC
L211W_2 |cTATCCCGECGTTCGTETGECCGEGATACTACGGCA
Y81S 1|rTTTGTCCACGECGGAGCIABTGTACACGEATCGAAAAL

CTATCCCBCCGTTCGTATIGBCCGEEATACTACBGCA
L211W_4
- Y81S 3| TTTGTCCACGECGGAGCIABTGTACACGEATCGAAAAL

Figura 15. Alineamiento de secuencias. (A) colonias 2 y 4 de las mutantes L211W. (B) colonias 1y 3 de las mutantes Y81S.
El cambio de bases se visualiza en rojo.

7.3 Transformacion de pPICZaA::BaEstB_Y81Sy
pPICZaoA::BaEstB_L211W en Pichia pastoris X-33
Una vez que se confirmd que las construcciones portan los cambios predichos, se
purificaron ambos pladsmidos a partir de indculos de las lineas
pPICZaA::BaEstB_L211W 2y pPICZoA::BaEstB_Y81S 1. Para la transformacion
de P. pastoris se requiere de al menos 20 ug de cada plasmido. El analisis cualitativo

de los plasmidos mostré que estaban contaminados con ARN.

Para obtener plasmidos libres de ARN, se realizé una serie de 3 tratamientos con
RNasa A, para después precipitarlos, los resultados se muestran en la Tabla 12. La
relacion 260/280 adecuada y los plasmidos se observan integros con la

concentracion adecuada (Figura 16).

Tabla 12. Concentraciones de los plasmidos purificados y tratados con RNasa A.

pPICZaA::BaEstB_Y81S 1 pPICZaA::BaEstB 1211W_2
Concentracion total (ug) 32 32.2
260/280 1.96 2
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Figura 16. Andlisis de integridad de los plasmidos en gel de
agarosa al 1%. MPM: 1 kb fermentas.

Se continué el experimento de acuerdo con el protocolo EasySelect™ Pichia
Expression Kit de Invitrogen™, con algunas modificaciones. De acuerdo con el
protocolo se debe linearizar 20 pug de cada plasmido (pPICZoA::BaEstB_L211W 2
y pPICZaA::BaEstB_Y81S 1) con la enzima Sacl (10U) para. estas reacciones se
incubaron a 37°C durante 1 hora y media. Las reacciones se detuvieron
incubandolas a 65 °C por 20 minutos. Las cantidades de los reactivos se muestran
en la Tabla 13. Transcurrido el tiempo, se tomo un alicuota de 2 L de cada reaccién

para observar los resultados en gel (Figura 17).

Tabla 13. Cantidades en microlitros de cada reactivo para la reaccion de linearizacion de
los plasmidos.

Buffer Sacl (10x) 5 uL (5x) Buffer Sacl (10x) 5 uL (5x)

pPICZaA::BaEstB_Y81S 1 | 11.2 uL (20 ug) | pPICZoA::BaEstB_L211W_2 10.4 pL (20 pg)

Agua 32.8 uL Agua 33.6 L
Sacl (10U/mL) 1L (10U) Sacl (10U/mL) 1 pL(10UL)
Total | 50 pL 50pL
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Figura 17. (A) Andlisis de integridad de los pldsmidos
después de 1 hora y media de reaccion para su
linearizacion. (B)segunda reaccion de linearizacion después
de 1 hora de incubacion.

La purificacion de los plasmidos linearizados se llevé a cabo por el método de
fenol:cloroformo y precipitacion con alcohol. Estos se resuspendieron en un
volumen de 10 pL de agua y se cuantificaron (Tabla 14), obteniendo
concentraciones de 5.04 pg para la mutante L211W y 16.69 pg para la mutante
Y81S. De acuerdo con el protocolo EasySelect™ Pichia Expression Kit se requiere
al menos 5 g para la electroporacion, ya que se estima que se obtienen 10% a 10*

transformantes por pg de ADN linearizado.

Tabla 14. Concentraciones totales y relacion 260/280 de los plasmidos linearizado
purificados

Plasmido Concentracion | Vol (uL) | 260/280 | ug Totales
(ug/uL) electroporados
L211W linearizado 1 2.89 9 2.06 5 04
L211W linearizado 2 2.15 4 2 '
Y81S linearizado 1 6.73 6 2.09
16.69
Y81S linearizado 2 9.96 4 2

La transformacion de las construcciones se llevo a cabo en células de la cepa X-33
de Pichia pastoris como se indica en la seccion de metodologia. Para alcanzar una
D.O. de 1.3, la cual se obtuvo después de 6 mediciones tal como se muestra en la

Tabla 15.
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Tabla 15. Valores de absorbancia a 600 nm del cultivo de células de P. pastoris X-33.

Medicion Abs
1 0.297
2 0.469
3 0.677
4 0.840
5 1.201
6 1.324

Una vez finalizada la electroporacion la descarga del equipo arroj6é una tension real
de 1950 V para ambas construcciones y 5.9 ms para la cubeta con la construccion
pPICZaA::BaEstB L211W y 5.8 ms para pPICZaA::BaEstB_Y81S. Por ultimo,
después del periodo de recuperacion, se plaquearon distintos volumenes de un total
de 1 mL en medio YPD con 100 pg/mL de Zeocina® y se incubaron a 30 °C durante
37 horas aproximadamente. En la figura 18 se observa que las células crecieron y

saturaron la placa que se sembré con 250 uL. Sin embargo, se lograron aislar

colonias como se indica posteriormente.

Figura 18. Cultivo de células P. pastoris
transformadas en medio YPD con 100
ug/mL  de  zeocina. (A) 250
pPICZaA::BaEstB_Y81S. (B) 250 ulL.
PpPICZaA::BaEstB_[211W

7.4 Seleccion de mutantes positivas

7.4.1 Determinacion del fenotipo Mut

Con la finalidad de seleccionar las colonias Mut+ (fenotipo de rapido crecimiento),

se tomaron 30 colonias de cada construccion, sembrandolas inicialmente en medio

minimo con dextrosa (MD) y después en medio minimo con metanol (MM), el

inductor para la expresion de AOX. Se sembraron 15 colonias por caja Petri y se
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incubaron a 30°C durante aproximadamente 3 dias. En la Figura 19 se observa que
algunas colonias crecidas en MM tienen un crecimiento similar a cuando crecen en
MD, en contraste a algunas que crecen lentamente respecto a la misma clona en
MD. A partir de las colonias crecidas en MM se seleccionaron 15 colonias de cada
construccion incluyendo las remarcadas en cuadros verdes. Estas se resembraron
en placas de MD vy, posteriormente en agar YPD (100 pug/mL de Zeocina®) por 24
horas y se almacenaron a 4°C hasta su uso posterior.

Figura 19. Cultivo en medio minimo con dextrosa (MD y medio minimo con metanol (MM) de cada transformante. (A)
resiembra de 15 colonias en MD y MM respectivamente. (B) resiembra de otras 15 colonias. Ambas corresponden a las
transformantes con pPICZaA::BaEstB_Y81S. (C) y (D) resiembra de 15 colonias diferentes en MD y MM correspondientes
a las transformantes con pPICZaA::BaEstB_L211W. Los cuadros verdes sefialan el mayor crecimiento observado a simple
vista.

7.4.2 Confirmacion por PCR de mutantes

Para asegurar que las colonias que se analizarian por PCR de colonia estuvieran
induciendo la expresién de las variantes de la BaEstB, se realizo un analisis previo
de actividad de 5 colonias de por construccion Y81S y L211W. Las colonias se
resuspendieron en 5 mL de medio BMGY y se incubaron a 28°C hasta alcanzar una
D.O de 2 a6. Se recupero la pastilla de células y se resuspendieron en medio BMMY

para iniciar la induccién con metanol al 0.5% de concentracion final.
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Se realiz6 una prueba de actividad de los sobrenadantes inducidos. La actividad se
detecta por colorimetria, donde el 2-naftil acetato, con un color amarillo, al ser
hidrolizado y liberar 2-naftol se torna en rojo. Como control positivo se utilizé una
colonia expresando a la BaEstB wt y como negativo a las células de Pichia X-33
(silvestre) y transformadas con pPICZaA (vector vacio). De las 5 colonias probadas
para cada mutante resultaron positivas para la actividad esterasa (Figura 20), con

excepcion de la Y81S_3.

Figura 20. Ensayo de actividad esterasa con el 2-naftil acetato. Los colores
rojo y naranja indican actividad esterasa positiva después de 5 minutos de
incubacion.

Una vez que se confirmé que las colonias seleccionadas tenian actividad, se extrajo
ADN gendmico para hacer la PCR. Se obtuvo ADN de las 12 muestras

seleccionadas, se cuantifico (Tabla 16) y comproboé su integridad (Figura 21).

Tabla 16. Concentracion (ug /uL) y relacion 260/280 de ADN gendmico.

Muestra ng/uL 260/280

BaEstB 1490 2.3
pPICZaA 1335 2.3
L211W_1 2735 2.1
L211W_2 2003 2.2
L211W_3 1577 2.3
L211W_4 1402 2.2
L211W_5 1471 2.3
Y81S_1 1239 2.3
Y81S_2 1702 2.3
Y81S_3 1041 2.3
Y81S_4 2994 2

Y81S_5 17.39 30.5
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Figura 21. Andlisis de integridad de las muestras de ADN gendmico
en gel de agarosa al 1 %. MPM: 1 kb fermentas.

Dado que en las lecturas de 260/280 se obtuvieron valores superiores a 2 y en gel
se observa la contaminacion por RNA, se realiz6 una segunda purificacién para
eliminar el ARN. Las concentraciones y relaciones 260/280 que se muestran en la

Tabla 17 confirman una pureza aceptable para utilizar el ADN en la reacciéon de
PCR.

Tabla 17. Concentraciones de las muestras de ADN después de someterse a
tratamiento de purificacion con RNasa.

Muestra ng/uL 260/280
BaEstB 351 1.98
pPICZaA 603 2
L211W_1 108 1.9
L211W_2 235 1.9
L211W_3 163 2
L211W_4 196 1.9
L211W_5 327
Y81S 1 710
Y81S 2 565 1.9
Y81S 3 236 2
Y81S 4 263 2
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En la Figura 22 se observa la presencia de bandas amplificadas de 1500 pb en
todas las muestras a excepcion de Y81S 1 y L211W _1. Estas corresponden al
tamafno del amplicon obtenido usando el par de oligos AOX1. Por otra parte, hubo
muestras que presentaron una banda inespecifica de 2000 pb de tamafio. Esto
podria indicar que se insertd en el genoma de P. Pastoris, el fragmento con la
BaEstB en el locus AOX pero también que se estd amplificando el locus del gen

AOX2 el cual se expresa en menor medida que el AOX 1.

Figura 22. Productos PCR en gel de agarosa al 1%. MPM: 1 kb
fermentas.

7.4.3 Secuenciacién de productos PCR

Una vez obtenido el amplicon esperado se selecciond la amplificacion de una clona
para Y81S y otra para L211W. Estos se purificaron de acuerdo con el protocolo del
kit de purificacion GeneJET PCR Thermo Scientific. La integridad de las muestras
se muestra en la Figura 23, asi como la concentracion (Tabla 18).

Tabla 18. Concentraciones vy relacion 260/280 de
los productos de PCR purificados.

Muestra ng/uL 260/280
L211W_2 22 2
L211W_4 32 2
L211W 5 32 1.9
Y81S 2 41 1.9
Y81S 3 35 2
Y81S_4 51 1.9
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Figura 23. Andlisis de integridad de los productos
de PCR purificados en gel de agarosa al 1%. MPM:
1 kb fermentas.

Posteriormente se realiz6 un alineamiento de las secuencias obtenidas de los
amplicones para verificar la presencia de las mutaciones puntuales, sin embargo,

éstas no contenian las mutaciones deseadas sino el plasmido parental.

Se realiz6 una segunda transformacion a partir de los plasmidos purificados de las
clonas E. coli 1116 originales que contenian los cambios para generar a las
mutantes. Los plasmidos fueron linearizados y transformados en Pichia pastoris. A
partir de las colonias obtenidas transformadas con las construcciones
pPICZaA::BaEstB_Y81S y pPICZaA::BaEstB_L211W se seleccionaron 2 para cada
construccion, se realizé6 nuevamente un PCR a partir de ADN gendmico (Figura 24).

Estos amplicones se purificaron y se enviaron a secuenciar.

Figura 24. Andlisis de integridad de los productos de PCR en
gel de agarosa al 1%. Las bandas observadas corresponden a
el fragmento esperado de 1500 pb. MPM: 1 kb fermentas
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Como se muestra en la Figura 25, el alineamiento de las secuencias confirma las
mutaciones deseadas, teniendo el cambio del codon silvestre TAT que codifica para
la tirosina por el codon AGT para la serina (Y81S), mientras que para L211W

tenemos el cambio de CTG por TGG.

A B

TACCCTATCCCGCCGTTYGTGTGGCCGGGATACTACGGCACA! 3¢TTTTGTCCACGGCGGAGCCABTBTACACGGATCGAAAACC

ATGGGATAGGGCGGCAARCACACCGGCCCTATGATGCCGTGT! cGAAAACAGGTGCCGCCTCGGTCACATGTGCCTAGCTTTTGG!

_I Ala Phe val His Gly Gly Ala Ser Vval His Gly Ser Lys Thr
L2 11w [ n e EE L e (in frame with a-factor secretion sign
Tyr Pro Ile Pro Pro Phe Val Trp Pro Gly Tyr Tyr Gly Thr l:l
T T T T g T T a5
Y815

TACCCTATCCCGCCGTTYGTGTGGCCGGGATACTACGGCACA! 3CTTTTGTCCACGGCGGAGCCAGTGTACACGGATCGAAAACC!

TACCCTATCCCGCCGTTERTOETIRCCGGGATACTACGGCACA! SCTTTTGTCCAGEGCGGAGCCTATGTACACGGATCGAAAACGCI

Figura 25. Alineamienton de secuencias de mutantes BaEstB A) L211 y B) Y81S respecto a la secuencia BaEstB
silvestre que se observa a pie de figura con las bases originales encerradas y remarcadas en rojo, mientras que las
bases de cada mutante aparecen con su nombre remarcadas en azul.

7.5 Induccion, expresion y purificacion BaEstB silvestre

Mientras se confirmaban las colonias mutantes se llevd a cabo la induccion y
expresion de la BaEstB silvestre por duplicado. Se realiz6 un analisis de expresion
a partir de las muestras de cada 24 horas hasta las 72 horas. Los sobrenadantes
de cada dia fueron concentrados para observarlos en gel de poliacrilamida al 10 %

junto con la proteina purificada (elucion 1) antes de retirar el imidazol (Figura 26).

Durante la purificacién se obtuvieron dos eluciones a partir de la columna, una de 5
y otra de 20 mL. Después se realizé un gel de poliacrilamida al 10 % para determinar
la presencia de proteina en las fracciones de lavado y las dos eluciones (Figura 27).
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2 a partir de la columna de niquel.

Se realizaron 5 alicuotas de la BaEstB purificada con 20% de glicerol a partir de la

elucion 1 y se cuantificaron junto con

sobrenadante a las 72 hrs (Tabla 19).
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Tabla 19. Concentracion de la BaEstB purificada por columna de Niquel y del
sobrenadante, determinada por Bradford.

Concentracion

BaEstB pura (ug/ul)
Tubo 1 E1 1.7375
Tubo 2 E1 1.7455
Tubo 3 E1 1.7965
Tubo 4 E1 1.7765
Tubo 5 E1 1.708
Tubo 1 E2 0.186
Sobrenadante 72 h 0.1308

7.5.1 Analisis de induccion BaEstB mutantes por colony blot

Se realizo el andlisis de induccion de las mutantes de la BaEstB mediante un
inmunoensayo, se observé la produccién de proteina. Se tomé como control
negativo la mutante pPICZaA vacio, y como positivo BaEstB silvestre. Estos
controles y las dos cepas mutantes se sembraron en un patrén cuadricular en placas
de agar de medio BMM. Para la induccion de la proteina en la placa se afadio
metanol al 0.5% en la tapa, por lo que se mantuvieron todo el tiempo invertidas,
cada 24 horas hasta por 72 horas. Se tomaron muestras cada 24 horas, en réplicas
de cajas. Y después se realizdé un dot blot usando un anticuerpo anti-myc para
detectar a la proteina. Una vez realizado el revelado, las colonias que generan sefial
son las que secretaron proteina heteréloga, en este caso las dos mutantes (Y81S'y
L211W), las cuales produjeron la proteina entre las 24 y 48 horas (Figura 28). El
maximo de produccion se alcanza a las 48 horas, dada la mayor coloracion que

presentan el control positivo y ambas mutantes (Figura 28a).
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Figura 28. Dot blot colony. A) controles y mutantes ya cumplidas las 48 horas. B)
controles y mutantes dentro de las primeras 24 horas. En ambas figuras el orden es de
izquierda a derecha: pPICZaA Vacio, BaEstB, L211W y Y81S.

7.6 Ensayos de actividad esterasa y determinacion de los parametros
cinéticos de BaEstB wt

Para los experimentos de actividad se utilizaron 50 ng de BaEstB wt pura y
concentrada (1.2 pg/pL). En primera instancia se calcularon las actividades
volumétricas y especificas a una sola concentracion de sustrato. Todas las lecturas
a intervalos de minuto durante los 30 minutos se promediaron para obtener el
porcentaje de rendimiento de la purificacion el cual fue de 10.83 (Tabla 20).

Tabla 20. Rendimiento en la expresidn y purificacidon de la enzima BaEstB en el sistema
de expresion heterdloga Pichia pastoris.

Actividad il
volumétrica O(uT)en Actividad Especifica Proteina total Fraccion Recuperacion
(U/ml) " (U/meg) (mg/ml)  pura (%)
Sobrenadante 72 H 2.8 a0 21.43 11.772 1 100
Baests pura 54.11 0.75 31.13 1.275 1.45 10.83

Se realiz6 un analisis comparativo de la actividad de la BaEstB respecto a una lipasa
(CalB) y feruloil-esterasa (Depol) (Donadas por el grupo del Dr. Edmundo Castillo
IBt-UNAM). Como primer paso, se realizé el ensayo de actividad a diferentes
concentraciones de sustrato. De igual manera se promediaron los valores obtenidos
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de actividad especifica de acuerdo con cada concentracion obteniendo los

resultados de la Tabla 21.

Tabla 21. Actividad enzimatica de la BaEstB, CalB y Depol usando 2-naftil acetato.

[BaEstB] [S] Actividad Especifica (U/mg)
50ng | 0.1 mM 25.46
50ng | 0.2 mM 29.38
50ng | 0.4 mM 40.14
50ng | 0.8 MM 32.19
50 ng 1mM 35.33
[CalB] [S] Actividad Especifica (U/mg)
50ng | 0.1mM 0.118
50ng | 0.2 mM 0.176
50ng | 0.4 mM 0.202
50ng | 0.8 mM 0.224
50 ng 1 mM 0.207
[Depol] [S] Actividad Especifica (U/mg)
50ng | 0.1 mM 0.091
50ng | 0.2mM 0.027
50ng | 0.4mM 0.024
50ng | 0.8 mM 0.038
50 ng 1mM 0.089

Se eligid el 2-naftil acetato (2-NA) como modelo dada la buena actividad
previamente reportada con esta enzima y por los datos obtenidos in silico. primero,
para determinar los parametros cinéticos experimentales se determinaron las
actividades para cada concentracion del 2-NA. Las mediciones se llevaron hasta un
tiempo de 30 minutos, para asegurarnos que trabajabamos con concentraciones de
enzima y sustrato que se mantienen en velocidad inicial (recta lineal). Una vez
comprobado esto con cada concentracion, se repitieron las cinéticas de cada
concentracion para tomar las que mantenian un minimo error en las
determinaciones, todo esto durante 5 minutos. Obteniendo asi las velocidades
iniciales de 50 ng de enzima BaEstB a diferente concentracion de 2-NA, como se
observa en la grafica (Figura 29) y Tabla 22 mostradas a continuacion. Por parte del
p-NPA fue dificil logar un model6 cinético MM, probablemente por la auto hidrélisis

que se presenta, o bien, por la baja preferencia que tiene la BaEstB.
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Figura 29. Grdfica de velocidades iniciales a 9 diferentes concentraciones del sustrato 2-NA con 50 ng de enzima pura. Las
pendientes (m) resultantes de cada experimento corresponden a las velocidades iniciales de la reaccion, mismas que se
utilizaron posteriormente para la representacion Michealiana.

Tabla 22. Velocidades iniciales a diferente concentracion de sustrato 2-NA en unidades de
micromol y milimol con 50 ng de enzima pura total.

50 ng [E]
[2-NA]
umol mM Vo VO (umol/min)
0.01 0.00001 0 0.0E+00
25 0.025 0.002 6.0E-07
50 0.05 0.0024 6.6E-07
75 0.075 0.0022 6.6E-07
100 0.1 0.0023 6.9E-07
125 0.125 0.0025 7.56-07
150 0.15 0.0024 7.2E-07
500 0.5 0.003 9.0E-07
750 0.75 0.0028 8.4E-07
1000 1 0.0028 8.4E-07
D.E. [ 822222608

Para generar una gréfica hiperbdlica (modelo Michaeliano), fue necesario transpolar

la velocidad a cero que no era posible realizar experimentalmente. Esto se realiz6
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con la ecuacioén de la grafica. Tomando en cuenta la dispersion en los valores para
obtener la Vo de cada punto. La gréfica obtenida se ajusta a una grafica

Michaeliana, como se muestra a continuacion (Figura 30).
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Figura 30. Representacion cldsica del modelo enzimdtico Michaelis-Menten. Observamos que tomando en cuenta la
desviacion estdndar promedio, lo datos experimentales se ajustan a dicho modelo tomando en cuenta también el valor de
R2.

Los parametros cinéticos (Km, Vmax, Keaty Km/Kcat) se determinaron mediante ajuste
de regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten. Se probaron 3 modelos,
en donde el que mas se ajusta a una recta lineal con un indice de correlacién de
0.99 fue el modelo Hannes-woolf, (Figura 31). A partir de la ecuacién de la recta
[S]/V= 1/Vmax[S]+Km/Vmax. Se obtuvo el valor de Vmax que es igual 1x10-% (umol/min),
y para Km que es igual a b* Vmax da igual a 20 uM, el valor de Kcat se obtuvo
dividiendo Vmax/[E] total, lo cual corresponde a 1.23x10°? s. Por ltimo, el valor de
la eficiencia catalitica para la BaEstB wt frente al 2-NA a temperatura ambiente
(~28°C) a pH 7, fue de 6.13x10%* uM* s Estos valores se obtuvieron mediante la
tabulacion de los inversos para generar el grafico (Tabla 23) y asi se obtuvo la

ecuacion del grafico que se muestra a continuacion.
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Tabla 23. Inversos de [S]/V y [S] para cada concentracion de sustrato (2-NA). Estos datos
tabulados son los que se grafican para obtener la representacion lineal de la cinética a 50

ng de enzima.

pmol  |VO (umol/min)| [S]/v [S]
0.01 0.000001 10000] 0.01
25 0.0000006 4.2E+07 25
50 0.00000066 7.6E+07 50
75 0.00000066 | 1.1E+08 75
100 0.00000069 1.4E+08 100
125 0.00000075 1.7E+08 125
150 0.00000072 | 2.1E+08 150
500 0.0000009 5.6E+08 500
750 0.00000084 | 8.9E+08| 750
1000 0.00000084 1.2E+09( 1000

1.4E+09

1.2E+09

1E+09

800000000 y =1E+06x + 2E+07
R?=0.9981
> 600000000
~
n
= 400000000
200000000
0
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[S]

Figura 31. Representacion lineal del modelo Hannes-Woolf. Se grafica en el eje de las y el inverso [S]/v y en el eje de las x

[S].
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8. DISCUSION

Sanchez-Carbente y col. en 2017 reportaron que la BaEstB muestra una diferencia
de casi 18 veces en la actividad especifica entre el 2-NA y p-NPA, ademas de una
diferencia de 32 veces con el p-NPB. Esto sugeria que la BaEstB tiene preferencia
marcada por sustratos con cadenas alifaticas de 2C y dos anillos aromaticos por el
lado alcohol. Esto abria la posibilidad de que la enzima prefiriera mas de dos anillos

aromaticos.

Mediante un analisis de docking Hernandez-Fuentes (2019), report6 que la BaEstB
tiene mayor energia de afinidad por el ergosteroil acetato como sustrato. Lo que se
confirmd con la disminucién del 60.5% con 200 ng de enzima pura, mediante el
calculo de la disminucion del area bajo la curva respecto al blanco por HPLC. Esto
reafirma la preferencia de la BaEstB por ésteres con cadenas alifaticas de 2C, y
demuestra que también influye el resto alcohol del sustrato, que en el caso del

ergosterol son 4 anillos uno de ellos aromatico.

Por otra parte, se reporto la actividad de 45.08 U/mg para el 2-naftil acetato y para
el 1-naftil acetato 1.96, U/mg, evaluado por ensayos de colorimetria. Esto indica que
la BaEstB presenta regioselectividad. Este tipo de comportamiento, también se
reporté en la HSL esterasa que se aislé a partir de una libreria metagendémica
(Est25), mostré una preferencia en términos de actividad relativa por 2-NA>1-NA>1-
NB (Ngo et al., 2013). Al igual que una arilesterasa (Est0881) que comparte una alta
identidad de secuencia con las HSL, la preferencia para el 2-NA es mayor respecto
al 1-NA y p-NPA, con valores de Ku de 5.2, 7.9 y 17.4 uM, respectivamente

(Navarro-Gonzalez et al., 2012).

Dentro de la familia IV de enzimas lipoliticas bacterianas (HSL) la actividad de
regioselectividad varia dependiendo del sustrato, existen algunas que contrario a la
BaEstB presentan preferencia por el 1-NA (Ca-Est, Est2528 y Esterasa A) que solo
se ve superada en las primeras dos por el p-NPA 'y en la tltima por p-NPB (Nagaroor
& Gummadi, 2020; Navarro-Gonzélez, 2012; Soror et al., 2009). Encontramos estas

y otras esterasas que exhiben una preferencia por ésteres de p-nitrofenilos que de

50



naftilo, como lo son EstB28, EstATII-TM y Est19, (Sumby et al., 2013; Ahmed et al.,
2022; Liu et al., 2021) o bien actividad nula (E69) donde el largo de cadena va entre
2y 6 C (Huo etal., 2017).

Se eligio el 2-naftil acetato por la notable preferencia de la HSL esterasa BaEstB
para determinar los parametros cinéticos. Hemos determinado que la Ku es de 20
MM, mientras que para la Est2528 la afinidad es 30 veces menor (604 uM), y por
otra parte una Est0881 perteneciente a las A-esterasas (arilesterasas),
encontramos un valor de Kuv 5.2 pM casi 4 veces menor que BaEstB, siendo la
arilesterasa la que muestra una preferencia por los mismos sustratos en el mismo
orden (2-NA>1-NA>p-NPA>p-NPB). Sin embargo, en términos de eficiencia
catalitica hay 5 6rdenes de magnitud, siendo la Est0881 mas activa y eficiente para
el 2-NA.

De todas las esterasas citadas, ninguna ha sido caracterizada con sustratos no
convencionales, lo que por una parte limita la informacion acerca de la preferencia
y ademas no proporciona conocimiento sobre posibles sustratos naturales, los
cuales podrian presentar mayor actividad y eficiencia, teniendo asi una
caracterizacion bioquimica mas completa que nos brinde nuevas perspectivas para
poder probar las esterasas HSL con la gran variedad de sustratos esterificados que
existen. Ademas de poder relacionar su actividad y funcion fisiolégica, su evolucién

y metabolismo del organismo de donde fueron aisladas.

Existe una gran variedad de afinidad de sustratos tipo éster que puede haber entre
esterasas de la familia HSL (Kim, 2017). Las investigaciones recientes han
propuesto que la especificidad puede estar dada por la disposicion de las cadenas
laterales de los aminoacidos que conforman el tunel de entrada al sitio catalitico de
estas enzimas. Diversos trabajos demuestran que, al generar mutantes con cambios
en los aminoacidos dentro del tinel cambia la afinidad, sin embargo, es importante
evaluararlas en términos de eficiencia catalitica (Kca/Kwm) (Le et al., 2019; Yang et
al., 2015; Liu et al., 2021).

En el caso de BaEstB wt el tunel tiene forma corta y recta, por lo que el sustrato (p-

NPA) queda cerca de la superficie. En las dos mutantes propuestas anteriormente
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(Y81S y L211W), se observa que en la mutante Y81S el tinel se alarga y permite
que el sustrato se introduzca mucho mas, mientras que la conformacion espacial
del tanel de la mutante L211W cambia a una especie de hendidura en la que el
sustrato se empaqueta a lo largo de esta. Se espera que con el 2-NA, p-NP esteres
de méas de 2C y ergosteroil acetato la Km se mantenga o incluso mejore para las
mutantes respecto a la BaEstB wt, puesto que se observd que conforme aumenta
el numero de carbonos en la cadena acilo de los p-NP las energias de afinidad de
union y el ndmero de poses cercanas al sitio activo mejoran. Sin embargo, es
posible que sea todo lo contrario y no haya realmente una mejora en términos de

eficiencia catalitica (Hernandez-Fuentes, 2019).

9. CONCLUSIONES

Se generaron las construcciones con los cambios pPICZoA::BaEstB _L211W y
pPICZoA::BaEstB_Y81S para las lineas mutantes de la HSL BaEstB, las cuéles
fueron verificadas por secuenciacion.

Se transformaron las construcciones para generar las lineas mutantes en P. pastoris
y se seleccionaron 15 colonias con el fenotipo Mut+ a partir de las clonas
transformadas con cada una de las construcciones (pPICZaA::BaEstB L211W y
pPICZoA::BaEstB_Y81S) mencionadas anteriormente.

Paralelamente a la confirmacion de las mutantes se expreso y purificé una cantidad
suficiente de BaEstB silvestre con un rendimiento en el sistema de expresion
heterdloga Pichia pastoris de un 10.83%.

Gracias la obtencién de la enzima silvestre purificada se obtuvieron resultados de
actividad de hidrolisis del 2-naftil acetato comparada con una lipasa (CalB) y una
feruloil esterasa (Depol), en donde se podria decir que la lipasa sobrepasa
ligeramente en preferencia al sustrato que la lipasa, mientras que la BaEstB
mantiene actividad similar a las repostadas anteriormente frente al mismo sustrato.
Respecto a la obtencién de los parametros cinéticos, solamente con el 2-NA se logro
obtener un modelo grafico de comportamiento Micheliano. Derivado del ajuste lineal

segun el modelo de Hannes-woolf y al utilizar la ecuacion del grafico se calcularon
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los parametros cinéticos Km, Vmax, Kecat y Km/Kcat los cuales fueron 20 uM, 1x1006
umol/min, 1.23x10°%2 st y 6.13x10-04 pM* s?, respectivamente a pH 7 a

temperatura ambiente (~28°C).

10. PERSPECTIVAS

Para dilucidar la afinidad de la BaEstB sobre el ergosteroil acetato y el 2-NA, se
recomienda establecer las cinéticas a diferentes [S] y [E] en condiciones Optimas,
esto es a pH 7 y a una temperatura de 45°C. Con los datos obtenidos, se obtendrian
resultados comparativos de actividad y de afinidad, ademas de buscar una
correlacion entre la estructura de estos sustratos y los residuos de aminoacidos que
se encuentran en el tunel de entrada al sitio activo. Asi se podria resolver si el
ergosterol es un sustrato natural en Bjerkandera adusta, y por otra parte se podria
caracterizar su actividad frente a sustratos no convencionales, como algunos
esteroles esterificados y alcoholes terciarios. Por ultimo, se requiere purificar a las
proteinas mutantes (L211W y Y81S) para comparar sus actividades y afinidades
con las observadas para la BaEstB silvestre, y determinar si las mutantes generadas

tienen cambios en los pardmetros cinéticos observados para la silvestre.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Mapa de la construccién pPICZaA::BaEstB.

{2495} BspHI = Pagl BglII (1)
| f Alel - MsIT - OIil - Rsel (76)
{4191) AlWNI = Cail | | f
\ \ | | JBAL (178)
(4083} PspFIL | | | ! F, PIMI - Van91I (190)
(4079) Bse¥I | | \ [/ / Ecl136II (208)
13945) Baul Yo | | | i ! EcoZ4l = Sacl (208)
' / Bgll (278

(2483) Aasl - Drdl\
(3774) Nspl - Xcel

Dral - MssT - Pmel (413)
Asel - VEpl [582)

[3775) Pscl
uﬂ%;ﬁftml BlpI - BpullO2I (5&E)
Mph1103L - NsiL (677}

BstXI (708)
Acll = PSp14061 (733)
/—:_’:.,FsspHr* - Pagl (737)
T ——Bell* (740)
_——Mfel = MunI ja6s)
~_——HindIII {872}
~ Bspl19I (933)
———— BstAPL (9u5)

{3679) Bsplao?l
{3825) Acll = Pspl406]

[3512) Eco321 - EcoRV
(3478} Ecold7FI® - Stul®
(#470) SanDI
{3448) Aasl = Drdl
(3427) Adel = Dralll
13409 Nael=PRdil-_ ™
(3407} NgoMIV - -

(1405) Eagl - Eco52I-
— —— —lofector secretion sig

Aanl = Psil (11356

" EcoRI {1208

(3348) Nael - Pail”

(3346) NgoMIV ™ _
{3336) BsaHI = Hinll "-—-____:'H'II (1243)
{3224) BanL - BShNL _ __ EcoNI-Xagl (1268)
—__Kpn2I [1413)

~——___ Bspl4071 {1456)
"Eco91I [1487)

T BBWCT - Bpul0l (15513

(3237} SexAI* _
(3168) SQrAl _ -
{3168} Smal -~

(3182 Cfr91
(3120) Aatll —
(3116) Zral J —____ Eco24l (1782)
(3117) BsaHI- Hinll I/ TPspXI (1817}
(2110) MauBI /o T Bputol (1955)
T “Pwull [1968)

{3077) MisI=Mscl / ,-f{
(3472) Ecol30I - Nool - Styl
{3006) Asel = Vspl

TEF1 pramaotes)
(?588) BamHI

. -H""'-..

e e Adel - Dralll (2122}
. Eam1105I (217%)

| \ Kbal (2183

/ kY Myc

Sall (2225}

(2a0) BsaBl = Bsell i | \
(2473) Pyull | | -
(2455) Bell* | IIl \’ ) Accl - Xmil (2226)
(2433} BsiWI - PAI23IT | |ExHis
(2324) BsaBl - Beell Agel - BshTI (2307)

54



Anexo 2. Protocolo de la estandarizacion para obtener los pardmetros cinéticos

Para la obtencion de los pardmetros cinéticos se establecio el protocolo para la
medicion del producto de hidrolisis del 2-naftil acetato mediante su deteccidén por

espectrofotometria.

Primero fue necesario establecer las concentraciones adecuadas de enzima a una
concentracion de 0.1 mM de 2-NA. Se realizaron las cinéticas a [E] de 12.5, 15, 20,
25y 50 ng, para graficar tiempo vs la apariciéon de producto (2-naftol) y asi elegir la
concentracion de enzima que mantenia un comportamiento totalmente lineal desde
el origen. Una vez que se eligio trabajar los 50 ng de enzima, se realizaron los
demas ensayos cinéticos a diferentes concentraciones de sustrato desde 0.025 mM
hasta 1 mM, ya que fue la concentracion maxima de solubilidad del sustrato en el

medio acuoso.

Para reducir el error en las lecturas es necesario tomar en cuenta lo siguiente al

preparar las soluciones para la mezcla de reaccion.

1. Realizar alicuotas del stock del sustrato disuelto en acetona, ademas de
mantenerlas en refrigeracion en todo momento para evitar una evaporacion
y por ende una pérdida de volumen que afecte a la concentracion final de
sustrato.

2. Utilizar agua grado MiliQ para los buffers, filtrarlos, hacer alicuotas y
mantenerlos en refrigeracién después de su uso.

3. El buffer PBS al 1X con tritdn al 0.1% debe de realizarse al momento de
utilizarlo, cubrir con aluminio y no almacenarlo més de un dia. Aplicar lo
mismo para la solucién 2 y desechar cuando se observe que la sal de sulfato
se encuentra precipitada, esto puede variar de 2 a 3 horas.

4. La mezcla de sustrato debe de realizarse siguiendo la relacion v/v y a una
concentracion adecuada de sustrato para que la concentracion final de cada
pozo de la placa (300 pL) sea la adecuada.

5. Realizar la suficiente mezcla de sustrato para las repeticiones necesarias con

la enzima incluyendo el blanco de cada concentracion de sustrato.
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6. Se deben de preparar todos los reactivos y dejar al dltimo la dilucién de la
enzima. Una vez hecha desecharla cuando haya cumplido aproximadamente
1 hora, ya que deja de ser estable.

7. Para preparar la mezcla de reaccion y proceder a la lectura, el orden es muy
importante, por lo que primero se agrega la enzima diluida, después el buffer
Tris-HCI 10 mM vy al dltimo la mezcla de sustrato. Este ultimo no debe de
agregarse demasiado rapido para evitar la formacion de burbujas, pero que
tampoco sobrepase los 5 segundos e incluir un breve pipeteo. Una vez hecho

esto, comenzar inmediatamente con la lectura.

NOTA: al programar el equipo lector es necesario solamente seleccionar los pocillos
que contienen la mezcla de reaccion, para que sea posible obtener las lecturas cada
10 segundos. Ademas, todos los ensayos de cinética de cada concentracion de

sustrato deben de realizarse por separado.
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